

ADELAIDE J, VAZ 
JOILSON 0. MARTINS 
KIOKO TAKEI 

EDNEIA CASAGRANDA BUENO 




SE6UN0A E 0 m; A 0 


AMPLIADA E ATUALIZADA 



**» 


a 

GUANABAftA 

kOOGan 



CIENCIAS FARMACEUTICAS 

Imunoensaios 

FUNDAMENTOS E A P L I C A <; 0 E S 



c» d^T^itto auftorV 





National 

O GEN | Grupo Editorial Nacional - maior plataforma editorial brasileira no segmento 
cientifico, tecnico e profissional - publica conteudos nas areas de ciencias da saude, exatas, 
humanas, juridicas e sociais aplicadas, alem de prover servi^os direcionados a educa^ao 
continuada e a prepara^ao para concursos. 

As editoras que integrant o GEN, das mais respeitadas no mercado editorial, construiram 
catalogos inigualaveis, com obras decisivas para a forma^ao academica e o aperfei^oamento 
de varias gera^oes de profissionais e estudantes, tendo se tornado sinonimo de qualidade 
e seriedade. 

A missao do GEN e dos nucleos de conteudo que o compoem e prover a melhor informa- 
9&o cientifica e distribui-la de maneira flexlvel e conveniente, a pre^os justos, gerando 
beneficios e servindo a autores, docentes, livreiros, funcionarios, colaboradores e acionistas. 

Nosso comportamento etico incondicional e nossa responsabilidade social e ambiental 
sao re tornados pela natureza educacional de nossa atividade e dao sustentabilidade ao 
crescimento continuo e a rentabilidade do grupo. 





CIENCIAS FARMACEUTICAS 

Imunoensaios 

FUNDAMENTOS E A P L I C A £ 6 ES 


Adelaide J. Vaz (in memoriam) 

Farmaceutica-bioquimica. Doutora em Ciencias pelo Instituto de Ciencias Biomedicas 
da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). Llvre-docente em Imunologia Clinica pela 
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP). 
Professora-associada da disciplina Imunologia Clinica do Departamento de Analises 
Clinicas e Toxicologicas da FCF/USP. Professora Titular na Universidade Paulista e na 
Universidade Sao Judas Tadeu. Professora e Coordenadora do Curso de Especializat^o 
em Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdades Oswaldo Cruz. 

Joilson 0. Martins 

Farmaceutico-bioquimico. Doutor em Ciencias, Farmacologia, pelo ICB/USP. 
Livre-docente em Imunologia Clinica pela USP. Professor-associado do Departamento 
de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da USP. 

Kioko Takei 

Farmaceutica-bioquimica. Especialista em Analises Clinicas pela Sociedade Braslleira de 
Analises Clinicas (SBAC). Doutora em Ciencias pela ICB/USP. Professora-doutora da disciplina 
Imunologia Clinica do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da FCF/USP. 

Edneia Casagranda Bueno 

Farmaceutica-bioquimica. Mestre e Doutora em Farmacia, Analises Clinicas, 
pela Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da USP. Pos-doutora pelo Centers for 
Disease Control and Prevention. Professora dos cursos de Farmacia e 
Biomedicina da Universidade do Vale do Itajai. 


2* edi<;ao 



m 

GUANABARA 

KOOGAN 



■ Os autores deste livro e a EDITORA GUANABARA KOOGAN empenharam seus melhores esforgos para assegurar que as 
infonnafoes e os procedimentos apresentados no texto estejam em acordo com os padrdes aceitos a epoca da publicaijao, e todos os 
dados foram atualizados pelos autores ate a data da entrega dos originais ci editora. Entretanto, tendo em conta a evolufao das 
ciencias da saude, as mudanqas regulamentares governamentais e o constante fluxo de novas informafoes sobre terapeutica 
medicamentosa e reaqoes adversas a farmacos, recomendamos enfaticamente que os leitores consultem sempre outras fontes 
fidedignas, de rnodo a se certificarem de que as informagoes contidas neste livro estao corretas e de que nao houve altera55es nas 
dosagens recomendadas ou na legislaijao regulamentadora. 

■ Os autores e a editora se empenharam para citar adequadamente e dar o devido credito a todos os detentores de direitos autorais de 
qualquer material utilizado neste livro, dispondo-se a possfveis acertos posteriores caso, inadvertida e involuntariamente, a 
identificaqao de algum deles tenha sido omitida. 

■ Direitos exclusivos para a lingua portuguesa 

Copyright ©2018 by EDITORA GUANABARA KOOGAN LTDA. 

Publicado pela Guanabara Koogan, um selo integrante do GEN I Grupo Editorial Nacional 

Travessa do Ouvidor, 11 

Rio de Janeiro - RJ - CEP 20040-040 

Tels.: (21) 3543-0770/(11) 5080-0770 I Fax: (21) 3543-0896 

www.grupogen.com.br I faleconosco@grupogen.com.br 

■ Reservados todos os direitos. E proibida a duplicaijao ou reproduqao deste volume, no todo ou em parte, em quaisquer formas ou por 
quaisquer meios (eletronico, mecanico, gravaqao, fotocopia, distribuifao pela Internet ou outros), sent permissao, por escrito, da 
EDITORA GUANABARA KOOGAN LTDA. 

■ Capa: Editorial Saude 
Produqao digital: Geethik 

■ Ficha catalografica 


131 

Imunoensaios: fundamentos e aplica55es/Adelaide Jose Vaz ... [et al.]. - 2. ed. - 
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2018. 

406 p.: il.; 28 cm. (Ciencias farmaceuticas) 

Inclui bibliografia 
ISBN 978-85-277-3403-5 

1. Imunologia clinica. 2. Diagnostico de laboratorio. 3. Testes imunologicos. 

I. Vaz, Adelaide Jose. II. Titulo. III. Serie. 

18-48279 CDD: 616.079 

CDU: 612.017 


Meri Gleice Rodrigues de Souza - Bibliotecaria CRB-7/6439 




Aos Mestres. 
Aos Estudantes. 



Colaboradores 


Alexandre Inacio C. de Paula 

Farmaceutico-bioquimico habilitado em Analises Clmicas. Mestre em Analises Clmicas, Microbiologia Clinica, pela Faculdade 
de Farmacia da Universidade de Sao Paulo (USP). Preceptor do Programa de Aprimoramento em Microbiologia Clinica do 
Instituto de Assistencia Medica ao Servidor Publico Estadual de Sao Paulo (IAMSPE). Encarregado do setor de Microbiologia 
do Flospital do Servidor Publico Estadual. Relator do Comite de Etica em Pesquisa do IAMSPE. 

Alexandre Wagner Silva de Souza 

Medico. Residente em Reumatologia pela Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp-EPM). 
Mestre e Doutor em Ciencias da Saude Aplicadas a Reumatologia pela Unifesp-EPM. Medico-assistente Doutor da disciplina 
Reumatologia do departamento de Medicina da Unifesp-EPM. 

Amauri Antiquera Leite 

Farmaceutico-bioqmmico. Mestre e Doutor em Analises Clmicas, Hematologia Clinica, pela Faculdade de Ciencias 
Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF/USP). Professor-assistente Doutor da disciplina Hematologia Clinica do 
departamento de Analises Clmicas da Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Araraquara da Universidade Estadual Paulista 
Julio de Mesquita Filho (UNESP). 

Anderson de Sa Nunes 

Bacharel em Ciencias Biologicas na Modalidade Medica. Mestre e Doutor em Imunologia Basica e Aplicada pela Faculdade de 
Medicina de Ribeirao Preto da USP. Professor-associado da disciplina Imunologia do departamento de Imunologia do Instituto 
de Ciencias Biomedicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP). 

Andre Rinaldi Fukushima 

Farmaceutico. Mestre em Toxicologia e Analises Toxicologicas pela FCF/USP. Doutor em Patologia Experimental e 
Comparada pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP. Professor Adjunto da disciplina Quimica 
Farmaceutica do departamento de Farmacia da Universidade Sao Judas Tadeu. 

Antonio Walter Ferreira 

Doutor em Ciencias pelo ICB/USP. Professor-assistente Doutor do departamento de Doencas Infecciosas e Parasitarias da 
Faculdade de Medicina da USP. Diretor do Instituto de Medicina Tropical da USP. 

Bruna Bizzarro 

Biomedica. Especialista em Imunologia pelo ICB/USP. Mestre e Doutora em Ciencias, Imunologia, pelo ICB/USP. 

Claudia Solimeo Meneghisse 

Farmaceutica e bioqulmica. Especialista e Doutora em Analises Clmicas pela USP. 

Daniela Crema 

Farmaceutica-bioqulmica. Especialista em Micologia Medica pelo Instituto Adolfo Futz. 

Denise Morais da Fonseca 

Bacharel em Ciencias Biologicas, Modalidade Medica, pela UNESP. Mestre e Doutora em Imunologia Basica e Aplicada pela 
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da USP. Jovem Pesquisadora pela Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao 
Paulo (FAPESP) do departamento de Imunologia do ICB/USP. 

Dewton de Moraes Vasconcelos 

Medico. Especialista em Imunologia pela USP. Mestre em Imunologia Clinica e Alergia pela Faculdade de Medicina da USP 
(FMUSP). Doutor em Imunologia pelo ICB/USP. Medico Pesquisador do Faboratorio de Investigagao Medica em 
Dermatologia e Imunodeficiencias (ADEE3003) do Hospital das Clmicas da FMUSP. 


Eliana Faquim de Lima Mauro 

Biologa. Mestre e Doutora em Imunologia pelo Departamento de Imunologia do ICB/USP. Pesquisadora Cientffica Nivel VI do 
Faboratorio de Imunopatologia do Instituto Butantan. 

Elvira Maria Guerra-Shinohara 

Farmaceutica-bioqmmica. Especialista em Saude Publica pela Faculdade de Saude Publica da USP. Mestre e Doutora em 
Farmacia, Analises Cfnicas em Hematologia, pela FCF/USP. Professora das disciplinas Hematologia Basica e Fisiopatologia de 
Doencas Hematologicas da FCF/USP. 

Elza Regina Manzolli Leite 

Farmaceutica-bioqmmica. Mestre em Analises Clfnicas pela Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Araraquara da UNESP. 
Farmaceutica responsavel pelo Faboratorio de Imuno-hematologia do Hemonucleo Regional de Araraquara Prof. Dra. Clara 
Pechmann Mendonga pela Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da UNESP. 

Fernanda Fernandes Terra 

Bacharel em Ciencias Biomedicas. Mestranda em Imunologia pela USP. 

Guilherme Jose Bottura de Barros 

Cientista de Ciencias Fundamentais para Saude. Mestrando em Imunologia pela USP. 

Irene Fernandes 

Doutorado sanduiche em Imunologia pela Universidade Catolica de Fouvain, Belgica, e pela USP. Pesquisadora Cientffica 
Aposentada Nfvel VI do Faboratorio de Imunopatologia do Instituto Butantan. 

Isabel Daufenback Machado 

Farmaceutica-bioqmmica. Mestre em Ciencias Farmaceuticas pela Universidade do Vale do Itajaf. Doutora em Ciencias 
Farmaceuticas pela USP. Professora-assistente da disciplina Imunologia Clfnica do departamento de Ciencias Farmaceuticas da 
Fundacao Universidade Regional de Blumenau (FURB). 

Karen K. S. Sunahara 

Medica. Tftulo de Especialista em Oftalmologia pelo Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO). Mestre em Imunologia pela 
Universidade de Birmingham, Reino Unido. Doutora em Fisiopatologia Experimental pela Faculdade de Medicina da USP. 

Luis Eduardo Coelho Andrade 

Medico. Especialista em Reumatologia e Patologia Clfnica pela Unifesp-EPM. Mestre, Doutor e Livre-docente em Medicina 
pela Unifesp-EPM. Professor-associado da disciplina Reumatologia do departamento de Medicina da Unifesp-EPM. 

Marcelo Genofre Vallada 

Medico pediatra. Mestre e Doutor em Ciencias da Saude pela Faculdade de Medicina da USP. Medico Responsavel pela 
Unidade de Vacinas e Imunobiologicos Especiais do Instituto da Crianca do Hospital das Clfnicas da Faculdade de Medicina da 
USP. Editor-associado da Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo. 

Maria Fernanda Malaman 

Medica. Especialista em Alergia e Imunologia pelo IAMSPE. Doutora em Medicina pelo departamento de Alergia e Imunologia 
da Faculdade de Medicina da USP. Professora Titular da Disciplina Clfnica Medica do Departamento de Clfnica Medica da 
Universidade Tiradentes, Sergipe. 

Mario Hiroyuki Hirata 

Farmaceutico-bioqufmico. Mestre em Farmacia e Doutor em Ciencias dos Alimentos pela Faculdade de Ciencias Famiaceuticas 
da USP. Pos-doutor pela Food and Drug Administration (FDA), EUA, e pela University of Kyoto, Japao. Professor Titular do 
Departamento de Analises Clfnicas e Toxicologicas da USP. Professor da disciplina Biologia Molecular e Farmacogenomica, 
Bioqufmica Clfnica, Biosseguranca e Fisiopatologia 2 da FCF/USP. 

Marta Ferreira Bastos 

Biomedica. Especialista em Toxicologia pelo Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonbentos da UNESP. Mestre em 
Doengas Tropicais, Biologia Tropical, pela UNESP. Doutora em Ciencias, Biologia Molecular, pela Unifesp. Professora- 
assistente de Doutor da disciplina Biologia Molecular da Faculdade de Ciencias da Saude da Universidade Sao Judas Tadeu. 


Neusa Pereira da Silva 

Bacharel em Ciencias Biologicas, Modalidade Medica, Unifesp-EPM. Mestre em Microbiologia, Imunologia e Parasitologia e 
Doutora em Ciencias da Pediatria, Reumatologia, pela Unifesp-EPM. Professora-associada, aposentada, da disciplina de 
Reumatologia do Departamento de Medicina da Unifesp-EPM. 

Niels Olsen Saraiva Camara 

Medico. Especialista em Imunologia de Transplantes pela Universite de Tours, Franca. Mestre e Doutor em Nefrologia pela 
Unifesp. Pos-doutor pelo Imperial College, Inglaterra. Professor titular do departamento de Imunologia do ICB/USP. 

Noeli Maria Espi'ndola 

Farmaceutica. Mestre, Doutora e Pos-doutora em Farmacia pelo Departamento de Analises Clfnicas e Toxicologicas da 
FCF/USP. 

Regina Ayr Florio da Cunha 

Farmaceutica-bioqufmica. Mestre em Ciencias Biologicas, Microbiologia, e Doutora em Farmacia, Analises Clfnicas, pela 
FCF/USP. Professora-assistente Doutora Aposentada da disciplina Imunologia Clfnica do Departamento de Analises Clfnicas da 
FCF/USP. 

Rosario Dominguez Crespo Hirata 

Farmaceutica-bioquimica. Mestre em Farmacia, Analises Clfnicas, e Doutora em Ciencia dos Alimentos, Nutrigao 
Experimental, pela USP. Professora Titular das disciplinas Fisiopatologia e Bioqufmica Clfnica do Departamento de Analises 
Clfnicas e Toxicologicas da FCF/USP. 

Sandra do Lago Moraes 

Farmaceutica-bioquimica. Doutora em Ciencias pelo ICB/USP. Pesquisadora Cientffica do Instituto de Medicina Tropical da 
USP. 

Sandra Trevisan Beck 

Farmaceutica. Doutora em Farmacia, Analises Clfnicas, pela USP. Professora da disciplina Imunologia Clfnica do departamento 
de Analises Clfnicas e Toxicologicas da Universidade Federal de Santa Maria. 

Sandro Rogerio de Almeida 

Biomedico. Especialista em Micologia Medica pela Unifesp. Mestre e Doutor em Microbiologia e Imunologia pela Unifesp. 
Professor-associado da disciplina Micologia Clinica do Departamento de Analises Clfnicas e Toxicologicas da FCF/USP. 

Sergio Antonio Malaman 

Medico Patologista Clfnico. Diretor Medico da Imune Vac in agues. Ex-diretor do Servigo de Laboratorio Clfnico do Hospital do 
IAMSPE. 

Yoshimi Imoto Yamamoto 

Farmaceutica-bioquimica. Doutora em Imunologia pela USP. Professora Doutora Aposentada da disciplina Imunologia Clfnica 
do departamento de Analises Clfnicas e Toxicologicas da USP. 


Agradecimentos 


Elaborar a 2 a edicao do livro Ciencias Farmaceuticas I Imunoensaios foi uma tarefa tao diffcil quanto preparar a l a edicao, anos 
atras. Embora a existencia de uma edicao previa tenha apontado as deficiencias e as reais necessidades do publico-alvo, a 
responsabilidade de sanar equivocos e trazer informagoes ainda mais relevantes e atualizadas tornaram o trabalho arduo. 
Novamente, temos a consciencia de que finalizar esta edicao e apenas o comego de mais uma jornada. Agradecemos 
antecipadamente aos leitores que possam vir a contribuir e apontar novos passos a partir deste livro. 

No momenta, e impossfvel recordar e mencionar todos os que contribufram durante o trabalho, mas alguns nomes sao 
inevitaveis e vem facilmente a lembranga. Portanto, agradecemos ao nosso agente literario, Sr. Ramilson J. L. de Almeida, pela 
persistencia e moti vacao; a nossa designer, Denise Nogueira Moriama; a Giuliana Castorino, a Tamiris Prystaj e aos demais 
funcionarios da Editora Guanabara Koogan pelo profissionalismo. 

Aos colaboradores, que revisaram e atualizaram os manuscritos, comprometidos com a grandeza do processo de producao 
e divulgagao do conhecimento, nossa sincera gratidao. 

Somos gratos tambem a todos que nos auxiliaram com sugestoes, termos, nomenclaturas, duvidas, questionamentos, 
comentarios, elogios e criticas. 

Enquanto esta nova edicao se desenhava, foi impossivel nao lembrar e nos emocionar com os mestres do passado e do 
presente, alguns tirados de nosso convivio desde o langamento da l a edicao, como as Professoras Doutoras Adelaide J. Vaz e 
Sumie Hoshino Shimizu. Para homenagea-las nesta edicao, convidamos as Professoras Doutoras Dulcineia Saes Parra Abdalla e 
Yoshimi Imoto Yamamoto, a quem tambem dedicamos esta obra. 

Agradecemos aos nossos amigos e familiares que, como sempre, toleraram pacientemente nossa ausencia e prontamente 
nos incentivaram. 


Joilson O. Martins 
Kioko Takei 
Edneia Casagranda Bueno 


Homenagens 



Adelaide J. Vaz, nascida em 13 de janeiro de 1958 na cidade de Sao Paulo, teve uma trajetoria brilhante na area de Imunologia 
Clmica. Em 1976, ingressou no curso de Farmacia na Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo 
(FCF/USP), diplomando-se como farmaceutica-bioquimica em 1982. 

Ainda durante a graduacao, teve seu interesse despertado pela area de Imunologia, durante um estagio no setor de 
Sorologia do Faboratorio de Analises Clinicas do departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, tendo sido tecnica da 
disciplina Imunologia da FCF/USP. Recem-graduada, iniciou o curso de aprimoramento na segao de sorologia da Divisao de 
Biologia Medica, sob a orientacao da Dra. Mirtes Ueda, do Instituto Adolfo Futz, onde posteriormente foi contratada como 
pesquisadora e permaneceu ate o inicio de 1994. 

Realizou uma pos-graduagao na area de Imunologia Clmica, sob a orientagao do Prof. Dr. Antonio Walter Ferreira, tendo 
defendido sua dissertagao de mestrado sobre imunodiagnostico da neurocisticercose com o tema “Teste imunoenzimatico com 
antigenos quimicamente ligados a suportes para pesquisa de anticoipos em soro e liquido cefalorraquiano”, em 1987, no 
Programa de Pos-graduagao em Farmacia, Analises Clinicas, da FCF/USP. 

Sua tese de doutorado, defendida em 1993, no curso de Ciencias, Imunologia, do Instituto de Ciencias Biomedicas da USP, 
ampliou a abordagem de sua dissertagao, retratando o assunto “Cysticercus longicollis: caracterizagao antigenica e 
desenvolvimento de testes imunologicos para pesquisa de anticorpos em liquido cefalorraquiano no imunodiagnostico da 
neurocisticercose humana”. 

Iniciou sua carreira docente na disciplina Imunologia Clmica da FCF/USP, em 1994, quando teve importante atuagao na 
formagao de alunos de graduagao, especializagao e pos-graduagao stricto sensu, transmitindo seu profundo conhecimento e 
experiencia pratica na area de Imunologia Clmica, com excelente didatica e postura etica, tendo recebido diversas homenagens 
por seu trabalho. Atuou tambem em outras instituigoes de ensino superior, inclusive na Universidade Paulista e nas Faculdades 
Oswaldo Cruz. 

Na pesquisa, consolidou a linha de investigagao em “Cisticercose humana e animal: aspectos imunologicos e de 
diagnostico laboratorial” com grande entusiasmo e dedicagao, o que resultou na formagao de mestres e doutores na Pos- 
graduagao em Farmacia, Analises Clinicas, da FCF/USP, alem de diversas publicagoes com repercussao nacional e 
internacional. A solidez de sua carreira academico-cientifica culminou na tese de livre-docencia denominada “Cisticercose: 
imunodiagnostico, antigenos e resposta imunologica”, defendida em 2001 na FCF/USP. 

Seu dinamismo e comprometimento profissional a motivaram a participar do Conselho Regional de Farmacia do Estado de 


Sao Paulo, no qual foi Conselheira e Presidente, de 1990 a 1993, atuando firmemente na valorizagao do profissional 
farmaceutico. 

Tivemos o privilegio de conviver com a Profa. Associada Adelaide Jose Vaz, no Departamento de Analises Clinicas e 
Toxicologicas da FCF/USP, durante quase duas decadas. Sua partida precoce, em 2011, deixou saudades de seu sorriso vivaz e 
jeito inquieto; contudo, seu exemplo como profissional competente nunca sera esquecido. Obrigada, Adelaide! 

Profa. Dra. Dulcineia Saes Parra Abdalla 

Farmaceutica-bioqufmica. Professora Titular do Departamento de 
Analises Clinicas e Toxicologicas da FCF/USP 



Prestamos aqui uma afetuosa homenagem a Profa. Dra. Sumie Hoshino Shimizu, que deixou valiosas contribuigoes nas 
instituigoes onde atuou e grande numero de pesquisas realizadas nas areas de Diagnostico e Saude Publica. 

Quando se pensa na Dra. Sumie, vem a mente o que mais marcou sua vida academical a vocagao para a Ciencia e a 
dedicagao na formagao de pesquisadores. Em 1964, graduou-se em Farmacia-bioqufmica na USP e atuou nesta instituigao desde 
entao. Concluiu o doutorado em Microbiologia e Imunologia pela Faculdade de Medicina em 1969. Seu talento para pesquisa 
sempre esteve presente - comegou logo apos a graduagao e continuou ate o fim de sua vida, que ocorreu precocemente em 
2014. 

Fez sua trajetoria na USP como professora instrutora, doutora, livre-docente, adjunta e titular. Dedicou-se a graduagao, 
pos-graduagao e pesquisa, orientando um grande numero de teses de mestrado e doutorado e sendo reconhecida por sua 
lideranga cientffica na area de doengas infecciosas. Sua atuagao nao se restringiu ao Instituto de Medicina Tropical e a 
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da USP, foi tambem pesquisadora cientffica no Instituto Adolfo Lutz. 

As ideias criativas que surgiram na mente da Dra. Sumie, com base no conhecimento das tecnicas imunologicas e das 
lacunas existentes no diagnostico de diferentes doengas, trouxeram importantes contribuigoes a area. As pesquisas abordavam 
principalmente a avaliagao e o desenvolvimento de novos testes laboratoriais, com o objetivo de trazer melhorias para o 
diagnostico, mas tambem contribuir com a medida da eficacia terapeutica. Para isso, direcionou as pesquisas nas propriedades 
do antfgeno utilizado em testes imunologicos, investigando extratos de diferentes formas evolutivas de parasitos ou de 
diferentes naturezas qufmicas, com tecnicas imunologicas de execugao simples, que ofereciam sensibilidade e especificidade 
necessarias para a obtengao de resultados de alto desempenho diagnostico. 

Outra abordagem foi a pesquisa de diferentes isotipos de anticorpos, que apresentavam associagao com fases clinicas de 
infecgoes distintas ou que eram marcadores de cura ou eficacia de tratamento. As afecgdes estudadas e publicadas em dezenas 
de periodicos cientfficos nacionais e internacionais foram numerosas: esquistossomose, doenga de Chagas, toxoplasmose, 
leishmaniose, infecgoes virais, microbianas, entre outras. Muitos trabalhos foram na area de soroepidemiologia e de grande 
utilidade em programas de saude publica. Alem disso, propos um metodo para controle e garantia da qualidade dos reagentes 
utilizados nos testes laboratoriais, que contribuiu sobremaneira para a produgao de kits diagnosticos nacionais. 

Sempre com muita etica, Dra. Sumie exerceu sua lideranga na busca incessante por novos marcadores diagnosticos e 
inovagdes na metodologia. Igualmente, empenhou-se na formagao de novos pesquisadores, sem poupar tempo para orienta-los, 
da elaboragao de projetos, execugao do trabalho laboratorial, analise crftica dos resultados, redagao de teses e artigos cientfficos 






a busca por fontes de financiamento em pesquisa. Nessa jornada, a Dra. Sumie tambem se preocupava com o apeifeicoamento 
de seus orientados e com a qualificagao de docentes e pesquisadores independentes, incentivando-os e, muitas vezes, 
proporcionando intercambios com universidades ou centros de pesquisa no exterior. 

Em seus ultimos anos, a Dra. Sumie continuou as pesquisas sobre inovagao tecnologica de exames utilizados no 
diagnostico de enteroparasitoses, em parceria com a industria e com pesquisadores da Universidade de Campinas. Destacam-se 
as invengoes que resultaram no sistema diagnostico de enteroparasitoses por analise computadorizada de imagens e no 
lancamento de um produto comercial que trouxe avangos na coleta e na analise de multiplas amostras fecais. Esse produto 
comercial, denominado TF-Test®, alem de muito pratico, comprovou ser mais sensivel e veio para substituir o metodo 
convencional de exame parasitologico realizado em laboratories clinicos. 

0 legado que a Dra Sumie deixou na Faculdade de Ciencias Farmaceuticas e grande, pois um numero significativo de 
docentes de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas, incluindo a 
mim, teve a grata satisfacao de te-la como orientadora de seus doutorados. Registramos aqui nossa admiracao. gratidao, 
reconhecimento da importancia em nossas vidas e imensa saudade. 

Profa. Dra. Yoshimi Imoto Yamamoto 

Farmaceutica-bioquimica. Professora Doutora de Pneumologia. 

Pesquisadora com enfase em Imunologia Aplicada 


Apresentagao da Serie 


O ensino de Ciencias Farmaceuticas no Brasil vem sendo alvo de grande atengao e inumeras discussoes nos ultimos anos, o que 
gerou uma reform u I agao da estrutura curricular do curso em ambito nacional. Tal medida visa a formagao de farmaceuticos 
competentes, sagazes, criticos, humanistas, com visao sistemica, preparados para trabalhar em equipe e comprometidos com a 
sociedade e a cidadania. 

A Faculdade de Ciencias Farmaceuticas da Universidade de Sao Paulo (FCF-USP) e referenda nacional e internacional de 
ensino, pesquisa e extensao universitarios. Caracteriza-se ainda por seu comprometimento com o desenvolvimento sustentavel 
nas dimensoes cientffica, social e economica. 

Assim, a FCF/USP tem se mantido atenta as trailsformacdes sociais, politicas e cientificas, prestando contribuigao 
relevante nas areas de medicamentos, alimentos e nutrigao experimental, analises clinicas e toxicologicas, nas questoes de 
gestao ambiental, farmacovigilancia, transgenicos, biotecnologia e biologia molecular, sem se descuidar da atengao 
farmaceutica. 

A criagao da Serie Ciencias Farmaceuticas e resultado de todo esse empenho e destina-se tanto a estudantes quanto a 
profissionais no ambito das Ciencias Farmaceuticas, com o objetivo de lhes fornecer fontes de estudo e pesquisa. 

Os profissionais envolvidos na cIaboracao da Serie, como coordenadores e colaboradores, tem ampla capacitagao nas areas 
especfficas de atuagao, estando aptos a abordar competentemente os assuntos, dada a sua larga experiencia profissional. 

Cada um dos temas tratados merece uma reflexao especifica, ainda que seja notavel a coerencia do conjunto, quanto a 
pertinencia dos temas, que atingem de forma gradual e progressiva os distintos ambitos das Ciencias Farmaceuticas. 

Oferecemos, assim, aqueles que as estudam e sobre elas se debrugam, um rico material educacional, pelo qual sera possfvel 
apreciar ou rever orientagoes relacionadas a saude e areas correlatas. 

Durante todo o processo, desde o planejamento desta Serie ate a sua conclusao, manteve-se constante a colaboragao do 
agente literario Ramilson Almeida, cujo empenho nas atividades editoriais e no pleno conhecimento delas foi por nos 
amplamente reconhecido e valorizado. Deve ainda ser ressaltado o precioso apoio e incentivo da Editora Guanabara Koogan. 

A todos os participantes destes volumes, quero expressar minha efusiva gratidao e congratulagoes pela iniciativa e pela 
obra realizada. 


Profa. Dra. Terezinha de Jesus Andreoli Pinto 

Farmaceutica-bioqufmica. Ex-diretora da FCF/USP 


Apresentagao 


O livro Imunoensaios I Fundamentos e Aplicagoes foi publicado pela primeira vez em 2007 e teve seus exemplares esgotados, o 
que nos motivou a fazer esta segunda cdicao. Ademais, a quantidade de publicacdes que abordam de maneira sucinta os 
imunoensaios e incompativel com a importancia deles no dia a dia da pratica de analises clinicas, o que tambem nos incentivou 
nao so a reimprimir, mas a rever e apcrfcicoar a obra. 

O objetivo da obra e detalhar os fundamentos basicos das tecnicas de imunodiagnostico, por vezes esquecidos em 
decorrencia do notorio uso de processos de automatizagao em analises clinicas, que “robotizou” as tecnicas antigamente usadas, 
muitas vezes tambem “artesanais”. 

A dificuldade principal para atualizar esta obra estava em escolher o que manter e o que “reciclar”, mas o intuito inicial foi 
preservado: descrever de maneira ordenada os diversos ensaios utilizados com a finalidade de auxiliar no diagnostico, no 
prognostico e no acompanhamento, bem como no tratamento das diversas afeccoes clinicas. 

Nesta segunda cdigao, temos 30 capitulos que detalham os principios e as aplicagoes dos imunoensaios que consideramos 
pertinentes a necessidade curricular da pratica diaria de profissionais na area da saude. 

Joilson O. Martins 
Kioko Takei 
Edneia Casagranda Bueno 


Prefacio 


Ser convidada para prefaciar uma obra e sempre motivo de honra e prazer, uma oportunidade de parabenizar os autores, mas 
tambem uma grande responsabilidade. 

Na ultima decada, assistiu-se a um impressionante desenvolvimento da biologia molecular, com o advento de novas 
metodologias que propiciaram, cada vez mais, o aprofundamento dos conhecimentos sobre a biologia de sistemas e processos 
fisiopatologicos, inclusive na area da imunologia em seus aspectos teoricos e aplicados. 

No campo da Imunologia, os imunoensaios continuam a ocupar papel de destaque nos estudos, com a deteccao nao so de 
antigenos ou anticorpos, mas tambem de uma serie de moleculas, como peptidios e carboidratos, moleculas complexas, 
particulas virais etc. Dessa forma, o emprego dos imunoensaios como tecnica importante para o diagnostico clinico e a 
compreensao da fisiopatologia das doengas ampliou-se para o acompanhamento terapeutico e de medicamentos e screening de 
farmacos e diversas outras substancias, o que permitiu, por exemplo, utilizar imunoensaios no controle e no monitoramento de 
alimentos e de poluentes, eventualmente presentes em diversas matrizes biologicas. Portanto, e muito bem-vinda e oportuna a 
nova edigao de Imunoensaios I Fundamentos e Aplicagoes, que traz a atualizacao de temas relevantes para a area, tornando 
possivel encontrar, em um unico livro, tanto os fundamentos quanto as aplicagoes praticas dos imunoensaios. 

A obra conta com 30 capitulos organizados em duas partes. A primeira compreende essencialmente os fundamentos dos 
imunoensaios e suas indicacoes, abordando os aspectos gerais e atuais da resposta imune, os antigenos e os anticorpos - bem 
como sua interagao os antigenos recombinantes, a imunoprecipitagao e a imunoaglutinagao, os metodos para estudo da 
resposta imune celular, o processamento tecnico das amostras, o controle de qualidade e o desenvolvimento e produgao de kits 
para imunodiagnostico. A segunda parte e reservada as aplicagoes dos imunoensaios, abordando principalmente o uso dos testes 
no diagnostico e/ou para estudo de aspectos relacionados a fisiopatologia de um amplo espectro de doengas, alem de topicos 
sobre imuno-hematologia e imunologia dos transplantes. 

Nao posso deixar, ainda, de destacar a competencia e a experiencia dos autores na area da imunologia, sobretudo os 
coordenadores do livro. A obra constitui um instrumento essencial para todos que trabalham na area da saude, possibilitando ao 
leitor nao so adquirir, mas tambem aprofundar conhecimentos. 

Profa. Dra. Primavera Borelli 

Farmaceutica-bioquimica. Professora Titular de 
Hematologia e Diretora da FCF/USP 
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Capitulo 1 

Resposta Imune I Aspectos Gerais 


Sandra do Lago Moraes 


Resposta imune 

Quando o ser humano entra em contato com determinados agentes estranhos, como virus, bacterias, fungos e parasitas, uma 
sucessao de eventos e desencadeada para elimina-los, conhecida como resposta imune. O mesmo tipo de resposta pode ser 
dirigido contra celulas tumorais ou, ainda, contra protemas proprias normais, levando a autoimunidade. 

O desenvolvimento dos imunoensaios foi possivel gragas as interagoes especificas que ocorrem durante a resposta imune. 
Na primeira linha de defesa do organismo contra um agente estranho, existem as barreiras fisicas e qufmicas que tentam impedir 
sua entrada, como a pele e substancias antimicrobianas produzidas por celulas epiteliais. Se o agente consegue supera-las, o 
organismo dispoe ainda de celulas fagociticas (macrofagos e neutrofilos) e celulas natural killer (NK) capazes de destrui-lo. 
Tambem ocorre a agao de protemas do sangue, como o sistema complemento e outros mediadores de inflamagao, alem de 
citocinas que regulam e coordenam a resposta. Essa defesa inicial e conhecida como resposta imune inata e esta continuamente 
pronta para agir contra a invasao de qualquer agente sem necessidade de exposigao previa. 

Na segunda linha de defesa, ha o desenvolvimento da resposta imune especifica ou adaptativa, em que ocorrem varios 
eventos celulares e moleculares apos o reconhecimento especifico de um determinado agente, alvo da resposta imune especifica, 
chamado de antigeno, e que sera mais bem definido no Capitulo 2. 

Em individuos normais, apenas antigenos estranhos sao reconhecidos, ou seja, nao ocorre reatividade a substancias 
antigenicas proprias, importante propriedade da resposta imune especifica. A ausencia de discriminagao entre substancias 
proprias ( self) e nao proprias ( nonself) leva ao desenvolvimento de doengas autoimunes. 

As celulas responsaveis pelo reconhecimento especifico de um antigeno sao os linfocitos T e B. As NK tambem sao celulas 
linfoides, mas tem agao citotoxica independente desse reconhecimento. 

Os linfocitos T e B sao produzidos na medula ossea, onde tambem se diferencia o linfocito B, enquanto o T se distingue no 
timo. A medula ossea e o timo sao chamados de orgaos linfoides primarios por essa razao. 

Um antigeno e reconhecido especificamente por um linfocito mediante as protemas presentes em suas superficies; no 
linfocito B, sao imunoglobulinas ou receptor de celulas B (BCR, B cell receptor ); no linfocito T, sao os receptores de celulas T 
(TCR, T cell receptor). Apos a diferenciagao nos orgaos linfoides primarios, os linfocitos circulam e povoam os orgaos 
linfoides secundarios, como linfonodos, bago, tonsilas e placas de Peyer, ja carregando seus receptores de superficie que os 
capacitam a reconhecer e a se ligar a um antigeno individualmente entre varios outros, o que define uma importante propriedade 
da resposta imune adaptativa, a especificidade. A porgao desse antigeno reconhecida especificamente e chamada de 
determinante antigenico ou epitopo. 

A especificidade dos receptores, tanto das imunoglobulinas da superficie do linfocito B quanto TCR da celula T, e 
determinada por processos geneticos que ocorrem em estagios precoces do desenvolvimento dos linfocitos e que geram grande 
polimorfismo nas sequencias dos receptores. Estima-se que o sistema linfopoetico seja capaz de produzir linfocitos com 
aproximadamente 10 s a 10 10 especificidades diferentes. O conjunto de todas as especificidades forma o repertorio de linfocitos 
T e B; isso significa que existem linfocitos capazes de se ligar a uma variedade muito grande de antigenos, caracterizando 
diversidade, outra propriedade importante da resposta imune especifica. 

Duas populagoes funcionalmente diferentes podem ser distinguidas entre os linfocitos T de acordo com a presenga nas 




superficies das moleculas CD4 ou CD8. Assim, a maioria das celulas que expressam CD4 tem agao auxiliar na resposta imune 
pela produgao de citocinas, e as celulas que expressam CD8 tem agao citolftica, ou seja, sao capazes de destruir celulas que 
carregam, na superficie, peptidios que reconhegam como estranhos e aos quais se ligam especificamente. 

Reconhecimento do antigeno 

A primeira fase da resposta imune especifica e o reconhecimento do antigeno, um processo bastante complexo que envolve 
outras moleculas e celulas, alem dos linfocitos T e B. 

Os linfocitos B podem reconhecer qualquer tipo de antigeno, como proteinas, polissacarfdios, lipidios, acidos nucleicos e 
substancias quimicas pequenas. Os T, por sua vez, reconhecem apenas a sequencia primaria de pequenos peptidios derivados de 
antigenos proteicos, sendo necessario que esses peptidios estejam ligados a determinadas moleculas proprias e expressos na 
superficie de celulas. 

As moleculas as quais os peptidios se ligam sao codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC, major 
histocompatibility complex). Duas classes de moleculas do MHC estao envolvidas no processo de apresentagao do antigeno aos 
linfocitos T: as moleculas de classe I e as de classe II. 

Apesar de essas duas classes de moleculas diferirem em sua estrutura basica, tem caracteristicas comuns importantes nas 
suas fungoes de apresentagao do antigeno. Diferentes regioes sao observadas nas moleculas do MHC: 

• Regiao de residuos de aminoacidos polimorficos que formam uma fenda onde se ligara o peptidio 

• Regiao com dominios globulares caracteristicos das imunoglobulinas, onde se encontram os sitios de ligagao as moleculas 
CD8 e CD4 presentes nas superficies dos linfocitos T, sendo que classe I tem sitio de ligagao para CD8, e classe II para CD4 

• Regiao hidrofobica que ancora a proteina na membrana 

• Regiao citoplasmatica. 

Moleculas do MHC classe I sao expressas virtualmente em todas as celulas nucleadas e apresentam antigenos aos linfocitos 
T CD8+. Assim, quase todas as celulas podem apresentar antigenos a linfocitos T CD8+ citoliticos e servir como alvo da 
resposta citotoxica. 

As moleculas do MHC classe II, por outro lado, sao expressas em condigoes normals apenas nas celulas acessorias, como 
macrofagos, celulas dendriticas e linfocitos B. As celulas acessorias tem duas fungoes importantes; a primeira, de processar 
antigenos e apresenta-los aos linfocitos T CD4+, sendo chamadas tambem de celulas profissionais apresentadoras de antigeno 
(APC, antigen presenting cells)', e a segunda, de coestimulagao, ou seja, liberagao de estimulos para que ocorra a ativagao do 
linfocito T. Varias citocinas produzidas durante a resposta imune podem aumentar a expressao das moleculas do MHC classe II 
ou induzir sua expressao em celulas que nao as expressavam constitutivamente. 

O processo de fragmentagao de um antigeno proteico em pequenos peptidios e chamado de processamento do antigeno e 
ocorre de modo diferente dependendo de sua origem. A associagao dos peptidios gerados as moleculas do MHC e a expressao 
desse complexo peptidio-molecula do MHC na superficie de uma celula em condigoes de ser reconhecido por um linfocito sao 
chamadas de apresentagao do antigeno. 

Antigenos proteicos extracelulares ou exogenos sao internalizados pelas APC e processados ate pequenos peptidios dentro 
de vesiculas endociticas pela agao de proteases que agem em pH acido. Simultaneamente ao processamento, moleculas do MHC 
classe II sao biossintetizadas pelas APC no reticulo endoplasmatico. Ao serem sintetizadas, essas moleculas ligam-se a uma 
proteina, a cadeia invariante, na regiao da fenda, evitando a ligagao de peptidios que estejam presentes no reticulo 
endoplasmatico. 

A molecula do MHC classe II e o peptidio sao transportados dentro de vesiculas e encontram-se em um compartimento 
especializado, onde a cadeia invariante e digerida e um fragmento proteico menor ainda permanece ligado a molecula, chamado 
peptidio invariante associado a classe II (CLIP, class II associated invariant chain peptide), que e finalmente removido pela 
molecula HLA-DM (em humanos) ou H-2 M (em camundongos), permitindo que o peptidio exogeno se ligue a fenda da 
molecula do MHC classe II. 0 complexo peptidio-MHC e transportado por meio de vesiculas para a superficie da APC e 
expresso na membrana celular. Ao encontrar a celula com o complexo peptidio-MHC na superficie, o linfocito T CD4+ 
especifico se liga ao peptidio pelo receptor de antigeno. 

Antigenos proteicos endogenos, ou seja, aqueles sintetizados no citosol, sao processados em pequenos peptidios em um 
complexo multiproteolitico, o proteassoma. Os peptidios sao transportados do citosol para o reticulo endoplasmatico ligados a 
uma proteina transportadora associada ao processamento de antigenos (TAP, transporter associated with antigen processing) e, 
ainda no reticulo, ligam-se as moleculas do MHC de classe I. 



O complexo peptfdio-MHC classe I e transportado para a superffcie da celula por vesfculas exocfticas e podera, assim, ser 
reconhecido pelo linfocito T CD8+. Dessa maneira, qualquer celula infectada ou alterada pode apresentar antfgeno complexado 
a molecula de MHC classe I. 

Os linfocitos e as celulas apresentadoras de antfgeno comunicam-se pelo contato direto ou secretando citocinas regulatorias 
com efeitos em ambas as celulas, as quais interagem simultaneamente com outros tipos celulares ou com componentes do 
complemento, cininas ou sistema fibrinolftico, levando a ativagao de celulas fagocfticas, a coagulagao do sangue ou a 
cicatrizagao. 

Um dos efeitos mais importantes da comunicagao linfocito-APC e a secregao de interleucina (IL)-a pela APC ativada. 
Primariamente, IL-1 age de forma autocrina, elevando a expressao de moleculas do MHC classe II e de varias moleculas de 
adesao na superffcie da APC, o que aumenta o contato celula-celula e a apresentagao de antfgeno. Simultaneamente, a IL-1 age 
de forma paracrina na celula T CD4+ auxiliar, induzindo a secregao de IL-2 e a expressao do receptor de IL-2, o que aumenta a 
resposta proliferativa. 

Ativagao dos linfocitos 

A ligagao ao antfgeno apos o reconhecimento, quando acompanhada de outros estfmulos, leva a ativagao dos linfocitos T ou B, 
que e a segunda fase da resposta imune especifica. 

Os linfocitos que nao sao ativados, por nao encontrarem o antfgeno especffico ou pela falta de coestfmulos, morrem dentro 
de poucos dias apos entrarem na periferia. Os que sao ativados sobrevivem, sofrem varios ciclos de proliferagao e se 
diferenciam em celulas capazes de realizar suas fungoes. Parte dos linfocitos ativados se torna celulas de memoria que 
sobrevivem por longo perfodo de tempo. A existencia dessas celulas capacita o sistema imune para lembrar-se de 
reconhecimentos previos de um antfgeno e, a cada novo reconhecimento, ampliar quantitativa e qualitativamente a resposta, o 
que caracteriza outra importante propriedade da resposta imune especifica, a memoria imunologica. 

Todas as celulas derivadas de uma unica celula virgem constituem um clone e sao identicas em todos os aspectos, inclusive 
quanto aos seus receptores de antfgenos, tanto nas celulas T quanto nas B. Apos cada exposigao ao mesmo antfgeno, o clone 
especffico se expande sem afetar outras celulas na populagao, um fenomeno chamado expansao clonal. Cada clone de linfocitos 
pode responder a apenas um grupo limitado de antfgenos reconhecidos pelos seus receptores, e essa restrigao clonal e a base 
primaria para a especificidade da resposta imune. Se nenhum contato com antfgeno ocorrer, as celulas de memoria especfficas 
tendem a desaparecer em um perfodo de anos ou decadas. 

Fase efetora 

A terceira fase da resposta imune especifica, a fase efetora, envolve mecanismos de defesa distintos e especiais para os 
diferentes microrganismos que a induziram, caracterizando outra importante propriedade da resposta imune especifica, a 
especializagao. A resposta resultante da ativagao dos linfocitos T CD4+ ou CD8+ e conhecida como resposta imune mediada 
por celulas, enquanto a resultante da ativagao de linfocitos B, conhecida como resposta imune humoral, e mediada por 
imunoglobulinas com fungao de anticorpo. 

Os linfocitos T CD4+ tem papel central na resposta imune, pois, quando ativados, se diferenciam em celulas efetoras que 
produzem citocinas com diferentes fungoes, entre as quais promover a ativagao de linfocitos B e T CD8+ citotoxicos. 

■ Ativagao dos linfocitos T CD4+ auxiliares 

Ocorre primariamente na resposta imune e requer, pelo menos, dois sinais: o primeiro providenciado pela ligagao do TCR ao 
complexo peptfdio-molecula de classe II do MHC e transmitido pelo sinal do complexo proteico CD3, e o segundo a partir da 
interagao de uma protefna transmissora de sinal na superffcie da celula T com um ligante especffico na APC. 

Uma interagao conhecida por gerar tal sinal coestimulatorio e a ligagao da protefna da superffcie da celula T (designada 
CD28) a outra molecula de uma pequena famflia de protefnas da superffcie da celula apresentadora de antfgeno, designada B7. 
Esses dois sinais juntos induzem os linfocitos T CD4+ a iniciarem a secregao da citocina IL-2 e a expressarem receptores para 
IL-2 em sua superffcie. A IL-2 e uma citocina com agao mitogenica potente para o linfocito T e essencial para sua resposta 
proliferativa. 0 principal efeito da IL-2 e autocrino, ou seja, age na propria celula que a esta secretando, mas pode ter tambem 
efeito paracrino, atuando em celulas vizinhas, o que e importante para a ativagao de celulas T citotoxicas. 

Os linfocitos T CD4+ ativados secretam tambem outras citocinas que promovem o crescimento, a diferenciagao e as 
fungoes de linfocitos B, macrofagos e outras celulas. Dois subgrupos de T CD4+ podem ser definidos pelo tipo de citocinas que 




secretam: celulas T helper 1 (Thl) e celulas T helper 2 (Th2). O padrao de diferenciagao dos subgrupos e definido por 
diferentes estfmulos, como as citocinas presentes durante sua ativagao (p. ex., IL-12, indutora de celulas Thl; e IL-4, indutora 
de celulas Th2). No padrao de resposta Thl, as principals citocinas produzidas sao relacionadas, sobretudo, com a defesa 
mediada por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares, como interferona (IFN)-gama, IL-2 e fator de necrose tumoral 
(TNF)-alfa. No padrao Th2, ocorre predominantemente a producao de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, relacionadas com produgao de 
anticorpos IgE e reagoes imunes mediadas por eosinofilos e mastocitos contra helmintos e alergenios e que produzem estfmulos 
cronicos de linfocitos T com pouca ativagao de macrofagos. 

■ Ativacao do linfocito T CD8+ 

Assim como os linfocitos T CD4+, tambem requer dois sinais. O primeiro e providenciado pela ligagao do TCR ao complexo 
peptfdio-molecula do MHC classe I expresso na superffcie de uma celula e o segundo e por coestimuladores e/ou por citocinas 
produzidas pelos T CD4+. 

Antes de reconhecer e de se ligar ao antfgeno, o linfocito T CD8+ e uma celula pre-citolftica, ou seja, ainda nao esta 
completamente diferenciado. Ao ser ativado, prolifera e se diferencia em uma celula capaz de destruir aquela a qual esta ligado 
e outras que carreguem o mesmo complexo peptfdio-MHC classe I. 

A morte da celula-alvo ocorre por dois mecanismos diferentes, um que envolve a formagao de poros na membrana com 
subsequente entrada de agua e ions na celula e outro por apoptose ou morte celular programada. Para tanto, o linfocito T CD8+ 
ativado produz protefnas, como a perforina e as granzimas, que se concentram em granulos citoplasmaticos ligados a 
membrana. As membranas do linfocito T CD8+ e da celula-alvo fundem-se e, por um processo de exocitose, o linfocito T CD8+ 
transfere para a celula-alvo o conteudo desses granulos que levam a lise da celula-alvo. 

A perforina e uma protefna formadora de poros em membrana celular e as granzimas sao serinoproteases que entram na 
celula-alvo atraves dos poros formados pela perforina e induzem apoptose. Outro mecanismo que tambem leva a apoptose e a 
interagao entre a protefna Fas na superffcie da celula-alvo ao seu ligante (Fas-ligante) na superffcie do linfocito T CD8+, que 
tambem ativa o processo de apoptose. 

Depois de agir na celula-alvo, o linfocito T CD8+ se desliga sem qualquer lesao. Alem de agirem na destruigao de celulas- 
alvo, os linfocitos T CD8+ secretam citocinas que ativam celulas fagocfticas e induzem inflamagao, como IFN-gama, 
linfotoxina e TNF-alfa. 

■ Ativagao do linfocito B 

Inicia-se com a ligagao de antfgenos multivalentes a duas ou mais moleculas de receptores. Os do linfocitos B sao 
imunoglobulinas de membrana, que participam da resposta imune humoral, tanto liberando sinais bioqufmicos para a ativagao 
do linfocito B quanto intemalizando o antfgeno para vesfculas endossomais, onde e processado e, apos associagao com 
moleculas do MHC classe II, apresentado ao linfocito T CD4+, conforme descrito anteriormente. 

Para que a ativagao dos linfocitos B ocorra, sao necessarios outros sinais alem da sua ligagao ao antfgeno, como aqueles 
providenciados pela ligagao do fragmento C3 d, gerado pela proteolise do componente C3 do complemento, ao receptor de 
complemento do tipo 2 (CR2) presente na superffcie do linfocito B. A resposta dos linfocitos B a antfgenos proteicos tambem 
requer a cooperagao dos linfocitos T CD4+ auxiliares, tanto por estfmulos gerados pelo contato celula-celula quanto pela 
produgao de citocinas que agem nos linfocitos B. 

0 contato entre as duas celulas permite a ligagao da molecula CD40 presente na superffcie do linfocito B ao seu ligante 
(CD40F) na superffcie do linfocito T, o que estimula a proliferagao e a diferenciagao dos linfocitos. A interagao CD40-CD40F 
ainda induz aumento da expressao da molecula B7 na superffcie do linfocito B, que emite sinais coestimulatorios ao se ligar a 
molecula CD28 na superffcie do linfocito T. 

Citocinas produzidas pelos linfocitos T CD4+ auxiliares, como IL-2, IL-4, IL-5, IFN-gama e TGF(3, alem de estimularem 
a proliferagao e a diferenciagao dos linfocitos B, ainda participam da mudanga de isotipos das imunoglobulinas, da maturagao 
da afinidade dos anticorpos e da diferenciagao dos linfocitos B em celulas de memoria. 

Parte dos linfocitos B ativados se diferencia em celulas efetoras, que sao produtoras de anticorpos ( plasmocitos ). Essas 
celulas aumentam de tamanho em relagao ao linfocito B e apresentam citoplasma abundante e nucleo excentrico. Como celulas 
efetoras, diminuem a expressao das imunoglobulinas na superffcie e passam a secretar imunoglobulinas com a mesma 
especificidade. Os anticorpos secretados vao para a circulagao e podem se ligar aos antfgenos que induziram a resposta e 
participar de diferentes mecanismos efetores da resposta imune, como neutralizagao de toxinas, opsonizagao, ativagao do 
sistema complemento, citotoxicidade celular dependente de anticorpo, hipersensibilidade imediata mediada por IgE e 


transferencia placentaria de IgG. Os primeiros anticorpos a serem produzidos sao da classe IgM, mas os estimulos gerados pela 
ligagao CD40-CD40L e por citocinas levam a produgao de outras classes e subclasses com a mesma especificidade, em um 
processo conhecido como mudanga de isotipo da cadeia pesada da imunoglobulina (ver Capftulo 2). 

Alem da mudanga de isotipo, com o decorrer da resposta imune, ocorrem mutagoes somaticas dos genes de 
imunoglobulinas, que selecionam linfocitos B produtores de anticorpos com maior capacidade de ligagao ao antigeno, ou seja, 
com maior afinidade. Esse processo, chamado de maturagao de afinidade, tambem e dependente de celulas T CD4+ auxiliares e 
das interagoes entre CD40 e CD40L. 

Alguns linfocitos B ativados nao se desenvolvem em celulas produtoras de anticorpos e tornam-se celulas de memoria, as 
quais sobrevivem por mais tempo, expressam imunoglobulinas de superficie de alta afinidade e de diferentes isotipos (IgG, IgA 
e IgE) e sao capazes de responder a novos encontros com o antigeno de maneira muito mais rapida e intensa do que no primeiro 
encontro. 

Antigenos nao proteicos, como polissacaridios, glicolipidios e acidos nucleicos, podem estimular a resposta imune humoral 
sem o auxilio das celulas T CD4+ e sao chamados de antigenos timo-independentes ou T-independentes (TI). Os anticorpos 
produzidos em resposta aos antigenos TI sao de baixa afinidade, predominantemente da classe IgM e, em geral, nao sao 
produzidas celulas B de memoria. 

Apoptose 

A resposta imune, tanto celular quanto humoral, e controlada de maneira precisa e termina normalmente apos a eliminagao do 
antigeno que a induziu, o que caracteriza outra importante propriedade, a autolimitagao. 

A morte programada das celulas, ou apoptose, e o principal mecanismo que leva ao declinio das respostas imunes ou a 
homeostasia apos a eliminagao do antigeno. Alem desse controle fisiologico, os linfocitos ativados tambem acionam 
mecanismos regulatorios que tem a fungao de terminal - as respostas imunes. Dois desses mecanismos induzem a tolerancia 
periferica, a saber: expressao pelos linfocitos T ativados da molecula CTLA-4, que se liga a molecula B7 e inibe a proliferagao 
do linfocito de celulas T; e expressao das moleculas Fas e Fas-L (ligante de Fas), cuja interagao leva a apoptose, como descrito 
anteriormente. 

A resposta imune humoral tambem e regulada por um processo chamado feedback de anticorpos. Os anticorpos IgG 
produzidos pelas celulas B ligam-se aos antigenos especificos e formam imunocomplexos, os quais se unem a receptores para 
Fc presentes na superficie dos linfocitos B, conhecidos como receptor II de Fey (FcyRIIB ou CD32), o que leva a inibigao do 
linfocito B. Anticorpos anti-idiotipos, contra as sequencias da regiao de ligagao ao antigeno do anticorpo ou de idiotipos, 
tambem regulam a produgao de anticorpos. 
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Capitulo 2 

Imunodiagnostico | Antigeno, Anticorpo e 
Intera^ao Antfgeno-Anticorpo 
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Conceitos basicos de imunodiagnostico 

Nas ultimas decadas, o progresso tecnologico na area da biologia tem permitido o desenvolvimento de metodos capazes de detectar o 
complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) com elevada eficiencia e confiabilidade. 

Alem disso, em uma serie de molestias infecciosas, o diagnostico direto (isolamento, visualizagao do agente etc.) e por vezes 
complexo, caro e invasivo e pode ser substituido pelo diagnostico indireto, utilizando tecnicas de detecgao de anticorpo ou do 
complexo Ag-Ac, na medida em que se conhecem os mecanismos imunopatogenicos e a cinetica da resposta imune humoral ou a 
cinetica da produ£ao e do metabolismo de antigeno. 

O termo imunodiagnostico vem sendo utilizado para designar o diagnostico laboratorial feito por meio de tecnicas imunologicas 
que revelam hipersensibilidade a determinados antigenos (como as reaches intradermicas e percutaneas, ver Capitulos 13 e 30), e 
outras que buscam revelar a present a de anticorpo ou de antigeno no organismo do paciente, como os ensaios ou os testes de 
imuncprecipitagao (ver Capitulo 5), aglutina£ao (ver Capitulo 6), neutraliza£ao ou imunoensaios que utilizam sinalizadores da 
intcrayao Ag-Ac com conjugados-ligantes, como imunofluorescencia, radioimunoensaio, imunoenzimaticos, imunofluorimetricos e 
quimiluminescencia (ver Capitulo 7). 

Antigeno 

E toda estrutura capaz de reagir com celulas do sistema imune ou de interagir com anticorpo sintetizado contra si proprio. O antigeno 
pode ser capaz de ativar o sistema imune e induzir a produyao de anticorpo, ou seja, apresentar imunogenicidade. Para isso, ha 
necessidade de o organismo receptor do antigeno diferenciar o que e proprio, self, do que e estranho, nonself, para entao iniciar uma 
resposta imune. Outra propriedade do antigeno e a de se ligar ao anticorpo ou a receptores presentes em linfocitos B (BCR, B cell 
receptor) ou linfocitos T (TCR, T cell receptor). Essa caracteristica e chamada antigenicidade. Enquanto o linfocito B e uma celula 
apresentadora de antigeno capaz de interagir com qualquer antigeno soluvel, para que uma substancia possa interagir com o TCR no 
linfocito T e necessario que tenha ocorrido o processamento antigenico e que pcrgoes da molecula processada (peptidios) sejam 
expressas em associa 5 ao com as moleculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na superficie celular de uma celula 
apresentadora de antigenos (ver Capitulos 1 e 26). Todos os antigenos apresentam antigenicidade, ou seja, tem a capacidade de se 
ligar a anticorpos produzidos contra ele, no entanto, nem todos apresentam imunogenicidade, ou seja, levam a produyao de resposta 
imune especifica (celular e humoral). 

Haptenos sao moleculas pequenas, com peso molecular geralmente menor que 4 kDa, que nao sao capazes de induzir a sintese de 
anticorpo, mas reagem com o anticorpo especifico. Essas moleculas devem ser ligadas a outras maiores, chamadas carreadoras 
(Figura 2.1), para conseguir estimular o sistema imune. A associa^ao de uma parte proteica da molecula carreadora com o hapteno e 
denominada grupo haptenico, e a menor por^ao em que se combinara com o linfocito levando ao seu estimulo e conhecida como 
determinante antigenico ou epitopo. Em geral, quanto maior e mais complexa for a molecula, maior a possibilidade de ser 
reconhecida como nonself pelo organismo vivo e levar a um estimulo antigenico, ou seja, atuar como imunogeno. 

Os determinantes antigenicos podem estar espacialmente separados de modo que duas moleculas de anticorpos sao capazes de se 
ligar a cada um deles, ou entao podem estar superpostos, de maneira que um primeiro anticorpo, a ele ligado, interfira 
estereoquimicamente na liga^ao de um segundo anticorpo. Nas intera 5 oes Ag-Ac podem ocorrer tambem efeitos alostericos, ou seja, 







uma alteragao conformacional na estrutura do antfgeno de modo a influenciar na ligagao de um segundo anticorpo. 

Os determinantes antigenicos de uma protefna podem ser formados por aminoacidos adjacentes ligados covalentemente, 
denominados determinantes lineares, que ficarao expostos ao anticorpo em sua forma estendida. Algumas vezes, o determinante 
antigenico so se ligara ao anticorpo apos desnaturagao (Figura 2.2 A). Frequentemente, os aminoacidos aos quais o anticorpo se liga 
nao se apresentam um ao lado do outro, de forma linear, e so serao acessfveis ao anticorpo quando ficarem justapostos pelo 
enovelamento da estrutura primaria, sendo chamados determinantes conformacionais. Nesse caso, o tratamento da protefna por 
desnaturagao modifica sua estrutura, impedindo a ligagao com anticorpo (Figura 2.2 B). Os determinantes neoantigenicos , ou 
neoantigenos, sao produzidos quando a protefna sofre modificagoes, como fosforilagao ou proteolise, que alteram as ligagoes 
covalentes da protefna antigenica (Figura 2.2 C). 
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Figura 2.1 Complexo hapteno-carreador. A. Complexo hapteno-proteina carreadora. B. Determinante antigenico e grupo haptenico. C. 

Haptenos que podem competir com o determinante antigenico. Adaptada de Abbas etal 2010. 

Os principals fatores que influenciam a imunogenicidade dos antfgenos sao: 

• Natureza qufmica: as protefnas sao substancias que apresentam maior imunogenicidade por serem de alto peso molecular e de 
composigao qufmica complexa, e, como regra geral, quanto maior a molecula antigenica, maior o numero de epftopos apresentado 
ao sistema imune. Consequentemente, a probabilidade de existirem receptores para alguns desses determinantes antigenicos nos 
linfocitos sera maior. Por outro lado, os lipfdios (estrutura qufmica simples e de baixa estabilidade), acidos nucleicos (simples, 










flexfveis e rapidamente degradados) e carboidratos (moleculas pequenas) necessitam de carreadores para poderem atuar como bons 
imunogenos. Lipfdios, acidos nucleicos e carboidratos ligados a protefnas (lipoprotemas, nucleoprotefnas e glicoprotefnas) tornam- 
se bons imunogenos 

• Caracterfstica filogenetica: quanto maior a distancia filogenetica entre o organismo que contem o antfgeno e o receptor, maior a 
possibilidade de o antfgeno ser reconhecido como nonself e desencadear uma resposta imune 

• Tamanho e complexidade da molecula: as moleculas maiores e mais complexas apresentam mais epftopos em sua estrutura, 
aumentando a possibilidade de se ligarem aos receptores de antfgeno nas celulas do sistema imune 

• Estrutura espacial: a configurayao tridimensional da molecula determina a especificidade imunologica. As estruturas primarias, 
secundarias, terciarias e quaternarias da molecula irao definir a configurayao tridimensional e assim facilitar ou nao sua 
apresentayac ao sistema imune 

• Acessibilidade: os linfocitos B e T nao sao capazes de reconhecer epftopos internalizados na molecula antigenica 

• Estabilidade: os antfgenos que apresentam maior dificuldade de degradayao pelo organismo receptor estimulam melhor a resposta 
imune 

• Forma de admini stray ao do antfgeno: alguns antfgenos so induzem a produyao de altos tftulos de anticorpos quando administrados 
com adjuvantes, como emulsoes de oleo, surfactantes de origem animal ou sinteticos, geis minerals, derivados de bacterias, entre 
outros. Os adjuvantes que apresentam oleo em sua constituiyao tornam o antfgeno insoluvel, retardando sua absoryao. Alem disso, 
protegem-no do catabolismo enzimatico. Portanto, os adjuvantes prolongam a ativayao do sistema imune. Alguns, como o 
adjuvante completo de Freund (ACF), contem micobacterias que potencializam a resposta imune inata e a consequente resposta 
adaptativa de linfocitos T e B. Os sais de alumfnio sao os principals adjuvantes utilizados nas vacinas animais e humanas e sua 
atividade tambem esta relacionada com a capacidade de liberayao lenta do antfgeno e a ativayao da resposta imune inata. Produtos 
de microrganismos, como lipopolissacarfdios, lipoprotemas, DNA de dupla fita, DNA de simples fita, entre outros, interagem com 
receptores especfficos para padroes moleculares de patogenos (PRR, pattern recognition receptors ) como os receptores do tipo toll 
(TLR, toll like receptors ) na superffcie de celulas do sistema imune e potencializam a resposta imune inata e adaptativa. As vias de 
administrayao tambem tern importancia na induyao da resposta imune. A subcutanea, a intramuscular e a intradermica sao as mais 
utilizadas, por nao favorecerem que o antfgeno caia diretamente na circulayao sangufnea e seja rapidamente metabolizado. Como a 
absoryao e lenta, a possibilidade de ocorrer processo inflamatorio e resposta imune e maior. Ja a via intravenosa leva ao 
processamento rapido do antfgeno pelo sistema fagocitario, principalmente em ffgado, pulmao e bayo 

• Hospedeiro respondedor: o hospedeiro pode ou nao responder a um antfgeno, isso vai depender de sua heranya genetica, estado 
nutricional, competencia do sistema imune, infecyoes e/ou doenyas concomitantes e idade. 




Determinante 
perdido por 
desnaturacao 


Determinante 



Determinante 



Determinante 

A conformacional B 


Determinante 

linear 


Determinante neo-antigenico 
C (criado por proteolise) 


Figura 2.2 Natureza dos determinantes antigenicos: linear (A), conformacional (B) e neoantigenico (C). Adaptada de Abbas et at., 2010/ 


Imunoglobulinas 


As imunoglobulinas (Ig) sao produzidas por plasmocitos, celulas originadas dos linfocitos B ativados. A diferenciayao dos linfocitos 
























B em plasmocitos ocorre apos ativagao, decorrente do contato do antfgeno com as moleculas de Ig, em geral IgM monomericas, que 
fazem parte do receptor de antfgeno (BCR) presente na superffcie dessas celulas. 

O BCR e constitufdo pela IgM de membrana (ou IgD), associada nao covalentemente com as moleculas invariantes Iga e Igb, 
que sao ligadas covalentemente entre si e content motivos de ativagao de imunorreceptores baseados em tirosina (ITAM, 
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) nas suas caudas citoplasmaticas que fazem mediagao de fu ngoes sinalizadoras 
(Figura 2.3). A cauda citoplasmatica da Ig de membrana content tres aminoacidos (lisina, valina e lisina), muito pequena para 
transmitir os sinais gerados para ativagao das celulas, que so ocorrem quando dois ou ntais receptores sao aproxintados, ou ligados 
cruzadamente por antfgenos multivalentes. 

O BCR tem duas fungoes na ativagao dos linfocitos B. Printeiro, a aproximagao dos receptores induzida pelo antfgeno libera 
sinais bioqufnticos para as celulas B, iniciando o processo de ativagao (printeiro sinal). Segundo, o receptor se liga ao antfgeno, 
internaliza-o nas vesfculas endossomicas e, caso o antfgeno seja unta protefna, processa-o em peptfdios que sao apresentados na 
superffcie dos linfocitos B em associagao com moleculas de MHC de classe II para reconhecimento por linfocitos T auxiliares. A 
resposta imune humoral para antfgenos nao proteicos, como polissacarfdios e lipfdios, nao requer o auxflio de linfocitos T, sendo estes 
denominados antfgenos timo-independentes (TI). 

A ligagao do antfgeno a Ig de membrana aumenta a expressao de moleculas do MHC e coestimuladores aumentando tambem a 
capacidade dos linfocitos B de ativarem linfocitos T auxiliares. Os principals coestimuladores expressos na membrana de linfocitos B 
ativados e que se ligam ao CD28 no linfocito T sao B7-1 e B7-2. 

Os linfocitos T ativados pelo reconhecimento do antfgeno em moleculas de MHC de classe II e coestimulados pelo B7 
expressam a molecula de superffcie ligante do CD40 (CD40L) que se liga ao receptor CD40 na superffcie do linfocito B apresentador 
do antfgeno. A interagao entre os linfocitos B e T fornece o segundo sinal necessario para proliferagao e diferenciagao clonal do 
linfocito B. Alent disso, o processo de ativagao dos linfocitos B inclui aumento da expressao de receptores de citocinas na membrana 
celular, o que aumenta a capacidade dessas celulas de responderem as citocinas secretadas pelos linfocitos T. 
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Figura 2.3 Receptor BCR. A IgM de membrana (e a IgD) na superficie dos linfocitos B maduros esta associada com as moleculas invariantes 
Iga e Igb, que contem ITAM em suas caudas citoplasmaticas, as quais funcionam como mediadores da sinalizagao. Adaptada de Abbas et 
al., 2010. 1 


Na resposta imune primaria, sao geradas celulas B de memoria de longa duragao. A resposta imune secundaria e desencadeada 
quando o mesmo antigeno estimula as celulas B de memoria, levando a proliferagao mais rapida e a diferenciagao e produgao de 
quantidades de anticorpos especfficos maiores que na resposta primaria (Figura 2.4). Por outro lado, a resposta a TI consiste 
principalmente na produgao de anticorpos de baixa afinidade, embora em humanos possa ocorrer resposta tipica de memoria para 
antfgenos nao proteicos, como polissacaridios bacterianos. Esse tipo de resposta do linfocito B e seu desencadeamento e dependente 
da natureza e da estrutura do antigeno. Por exemplo, patogenos que expressam, na sua superficie, sequencias organizadas e altamente 
repetidas podem ativar os linfocitos B pela ligagao cruzada massiva de receptores na superficie celular (multivalente) ou, ainda, os 
antigenos microbianos podem tambem ser reconhecidos por receptores da imunidade inata, como os TLR. A ativagao do linfocito B 
tambem e potencializada quando ha, alem da interagao entre o BCR e o antigeno, o reconhecimento de fragmentos do sistema 
complemento C3d ou C3dg ligados ao antigeno com o receptor CD21 (CR2) associado as moleculas CD 19 e CD81. Esse complexo 
CD21-CD19-CD81 e chamado de correceptor de celula B. 

A resposta imune humoral e iniciada em orgaos linfoides perifericos, como o bago (para antigenos que entram na corrente 
sanguinea), linfonodos (para antigenos que entram pela pele ou outros epitelios) e tecidos linfoides da mucosa (para antigenos 
inalados ou ingeridos). As Ig produzidas entram na circulagao ou lumens de orgaos da mucosa e realizam suas fungoes protetoras 
enquanto os antigenos estiverem presentes, embora os plasmocitos permanegam residentes nos orgaos linfoides secundarios e na 
medula ossea. As Ig produzidas tem a fungao de anticorpo, ou seja, a ligagao ao antigeno especifico. 

As moleculas de anticorpos sao formadas por duas cadeias pesadas (H, heavy) identicas e duas leves tambem identicas (L, light). 
As cadeias H determinam a classe ou isotipo de Ig e sao designadas por letras gregas: cadeia g (IgG), cadeia m (IgM), cadeia d (IgD), 






























cadeia a (IgA) e cadeia e (IgE). As L podem ser do tipo kappa (k) ou lambda (1). Cada cadeia L esta ligada covalentemente a uma H 
por uma ponte dissulffdica, e as duas cadeias H estao ligadas entre si por outras pontes dissulfi'dicas. Ambas as cadeias L e H contem 
uma serie de unidades homologas, repetitivas, com cerca de 110 aminoacidos, os chamados dommios, que se apresentam sob a forma 
de estruturas globulares em decorrencia de um dobramento na molecula, produzido por pontes dissulfi'dicas intracadeia (Figura 2.5). 

Muitas outras protelnas importantes do sistema imune contem esses dommios, que, por terem sido inicialmente encontrados nas 
Ig, fazem com que essas protelnas sejam incluldas na supetfamilia das Ig. Fazem parte: os anticorpos, os TCR e BCR, as moleculas 
MHC classes I e II e as diversas outras moleculas (Figura 2.6). Essas moleculas tern grande homologia entre a sequencia de 
aminoacidos e sao possivelmente resultantes de duplicates de um gene ancestral. 

Ambas as cadeias L e H contem regioes variaveis (V) aminoterminais (N-terminais) e regides constantes (C) carboxiterminais. 
A cadeia H e composta de um domlnio variavel (VH) e tres ou quatro constantes (C), denominados CHI, CH2, CH3 e CH4. Os 
isotipos IgM e IgE sao os unicos que apresentam o domlnio CH4. A cadeia L possui um domlnio variavel (VF) e um constante (CF; 
Figura 2.7). 
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Figura 2.4 Cinetica das respostas imunes humorais primaria e secundaria. Em uma resposta imune primaria, linfocitos B “naive” sao 
estimulados pelo antigeno, tornam-se ativados e diferenciam-se em plasmocitos secretores de anticorpos especificos para o antigeno. 
Linfocitos B de memoria sao tambem gerados. A resposta imune secundaria acontece quando o mesmo antigeno estimula os linfocitos B de 
memoria, levando a rapida proliferagao, diferenciagao e produgao de quantidades maiores de anticorpos que na resposta primaria. Adaptada 
de Abbas etal., 2010. 1 
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Figura 2.5 Estrutura da molecula de anticorpo. Diagrama esquematico da molecula de Ig. Os sitios para ligagao com o antigeno sao 
formados pela justaposigao dos domfnios da cadeia L com os da H. Fc: fragmento cristalizavel. Adaptada de Abbas et al., 2010. ! 
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Figura 2.6 Superfamilia das Ig, ou a familia de supergenes de Ig. E um grupo de proteinas que compartilham certo grau de homologia 
sequencial de, pelo menos, 15%. Os membros de uma superfamilia sao provavelmente derivados de um gene precursor comum por 
evolugao divergente, e proteinas com multidommios podem pertencer a mais de uma superfamilia. Adaptada de Abbas etal., 2010. 1 

As regioes variaveis sao assim designadas por apresentarem variabilidade na sequencia de aminoacidos, que distinguem os 
anticorpos produzidos por um clone de celulas B de outro. A VH e justaposta a uma VL para formar o sitio de combinagdo com o 
antfgeno. Essas duas regioes (VH + VL) constituem o fragmento variavel (Fv). Cada monomero de Ig tem dois sftios identicos de 
combi nagao com o antfgeno, sendo, portanto, bivalente. 

O sftio de combinagao com o antfgeno e formado por regioes hipervaridveis na sequencia de aminoacidos (ao menos tres com 
cerca de 10 aminoacidos por regiao), dentro de cada VH e VL. Essas regioes sao espagadas por segmentos que apresentam uma 
sequencia de aminoacidos mais conservada do que aquelas do segmento hipervariavel, denominados segmentos da moldura ou do 
arcabougo. As regioes hipervariaveis compoem o sftio de combinagao com o antfgeno e formam uma superffcie complementar a 
estrutura tridimensional do antfgeno ligado; por isso sao chamadas de regioes determinantes da complementaridade (CDR, 
complementary-determining regions ; Figura 2.8). Essas regioes sao denominadas CDR1, CDR2 e CDR3, iniciando na regiao 
aminoterminal do VL ou VH. respectivamente, sendo o CDR3 o mais variavel dos CDR. A cristalografia de raios X proporcionou um 


























melhor estudo das regioes de contato entre antfgeno e anticorpo. Essa tecnica favoreceu a ohscrvayao da ligayao do epftopo com o 
anticorpo, revelando a estrutura tridimensional do CDR ligado ao antfgeno (Figura 2.9). 

A regido da dobradiqa e uma pequena regiao proteica flexfvel localizada entre os domfnios CHI e CH2 de certos isotipos, rica 
em prolina e cisteina. A flexibilidade dessa regiao permite que o anticorpo se ligue a epftopos distantes, chegando a atingir um angulo 
de ate 180° (Figura 2.10). 

A digestao da molecula de IgG pela papafna resulta em dois fragmentos de ligayao ao antfgeno (Fab , fragment antigen binding) e 
um fragmento cristalizavel (Fc). Os fragmentos Fab possuem uma cadeia L intacta e parte da cadeia H representando um tinico sftio 
de combi nayao com o antfgeno. O Fc consiste das regioes carboxiterminais das cadeias H ligadas por uma ponte dissulffdica na regiao 
da dobradiya. O Fc e responsavel pelas atividades biologicas da molecula do anticorpo, como a ligayao com celulas fagocfticas ou 
mastocitos, a ativayao da via classica do sistema complemento etc. Quando o fragmento Fc e obtido de IgG de coelho, esse fragmento 
cristaliza espontaneamente e, por causa dessa propriedade, foi denominado fragmento cristalizavel (Figura 2.11). 

Por outro lado, a digestao da molecula do anticorpo pela pepsina resulta em um fragmento F(ab ’) 2 , constitufdo por duas cadeias 
L intactas e parte das duas cadeias H incluindo a regiao da dobradica. Esse fragmento tem os dois sftios de combinayao com o 
antfgeno (bivalente), mas nao o domfnio Fc, que e degradado pela enzima (ver Figura 2.11). A I'racao F(ab’) 2 e capaz de induzir 
precipitacao ou aglutinayao com o antfgeno, porem as funcbes dependentes do domfnio Fc estao ausentes. O fragmento Ffab’h pode 
ser reduzido por mercaptoetanol em dois fragmentos Fab’. 

A glicosilacao e uma importante modilicayao pos-traducional de protefnas como os anticorpos, permitindo a inseryao de 
sacarfdios em diferentes posicbes da cadeia polipeptfdica. Nesse sentido, apesar de as classes de anticorpo apresentarem uma estrutura 
comum, processos distintos de glicosilacao sao descritos para cada classe ou subclasse de anticorpo no que se refere ao tipo, numero e 
localizacao dos oligossacarfdios. Como exemplo, todas as subclasses de IgG apresentam /V-glicosilagao em um sftio conservado no 
aminoacido Asp 297 da cadeia H, entretanto a glicosilacao da porcao Fab e variavel. Em soros de humanos saudaveis foi observado 
que somente 15 a 25% das moleculas de IgG apresentam A-glicosilacao na porcao Fab. A cadeia de oligossacarfdios associada a 
regiao Fc da IgG e do tipo complexa biantenaria contendo diferentes monossacarfdios na sua composicao. Regioes de A-glicosilacao 
na porcao Fc tambem foram identificadas nas moleculas de IgM, IgD e IgE. 

A IgA e considerada a classe de anticorpo mais glicosilada, visto que ambas as subclasses IgAl e IgA2 apresentam varias 
cadeias A'-ligadas, assim como apresentam cadeias de oligossacarfdios (9-ligadas. Inumeras observacoes destacam que o processo de 
glicosilacao da regiao Fc dos anticorpos pode influenciar na atividade efetora dessas moleculas. 

A maioria das funcoes efetoras dos anticorpos e mediada por ligacoes das regioes CH com diferentes receptores de superffcie 
celular e macromoleculas, como protefnas do sistema complemento. Os isotipos ou subclasses de anticorpo diferem na regiao C e, 
portanto, nas suas funcoes efetoras. As funcoes efetoras mediadas por cada isotipo de anticorpo estao listadas na Tabela 2.1. A 
neutralizacao e a unica funcao dos anticorpos mediada inteiramente pela ligacao ao antfgeno e nao requer a participacao das regioes 
constantes da Ig. 
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Figura 2.7 Diagrama esquematico dos varios isotipos de Ig. Os isotipos IgM e IgE tern domfnios CH4. A cadeia L possui um domlnio VL e 
um CL. Os isotipos IgG e IgE circulam na forma monomerica. A IgA serica ocorre sob a forma monomerica, mas tambem na dimerica ou 
trimerica (nao mostrada), enquanto a IgM secretada e pentamerica. IgA e IgM sao estabilizadas pela cadeia de uniao. Adaptada de Abbas et 
al., 2010. 1 


Figura 2.8 Regioes hipervariaveis na molecula de Ig. O histograma representa a extensao da variabilidade definida pelo numero de 
diferengas em cada residuo de aminoacido entre as cadeias L sequenciadas independentemente, para cada numero de residuo de 
aminoacido. Esse metodo de analise foi desenvolvido por Elvin Kabat e Tai Te Wu. Adaptada de Abbas et al., 2010. 1 
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Figura 2.9 Estrutura de um complexo Ag-Ac. Um fragmento de ligagao do anticorpo ao antigeno complexado com capsidio viral. O peptidio 
encontra-se proximo aos CDR tanto da cadeia L como da H. Adaptada de Abbas etal., 2010. 1 
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Figura 2.10 A. Molecula de Ig tem flexibilidade para se ligar a epitopos distantes, gragas a regiao da dobradiga localizada entre CHI e CH2, 
podendo atingir um angulo de 180°. B. A mesma molecula de Ig pode se ligar a epitopos proximos. Adaptada de Abbas etal 2010. 1 
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Figura 2.11 Fragmentos proteoKticos de uma molecula de IgG. O sitio de clivagem da molecula pela papaina localiza-se acima da regiao da 
dobradiga (seta) gerando dois fragmentos Fab e um Fc. Por outro lado, o sitio de clivagem pela pepsina localiza-se abaixo da regiao da 
dobradiga (seta) e da origem a um fragmento bivalente unico, F(ab’) 2 , sendo o Fc degradado. 

A resposta imune humoral e especializada de tal maneira que diferentes microbios ou antigenos estimulam a celula B a trocar o 
isotipo de Ig para que ocorra a melhor defesa do organismo. A troca ( switch) das cadeias H que ocorre durante a sintese das Ig ira 
determinar a classe da Ig a ser secretada. Os primeiros anticorpos produzidos na resposta humoral sao da classe IgM; 
subsequentemente ocorre a troca da cadeia H e a celula passa a secretar anticorpo de outra classe: IgG, IgA, IgE ou IgD. A 
especificidade do anticorpo (sitio combinatorio) nao muda com a troca de classe. 

Os principals estimulos para a troca de isotipo durante o processo de ativagao do linfocito B sao as citocinas derivadas de 
linfocitos T auxiliares (Th, T helper). Diferentes tipos de microbios estimulam o desenvolvimento de linfocitos T auxiliares do tipo 1 
ou 2 (Thl ou Th2). Os linfocitos Thl ou Th2 produzem grupos distintos de citocinas e induzem a troca para os diferentes isotipos de 
cadeia H. Por exemplo, virus e algumas bacterias estimulam a produgao de isotipos de IgG dependentes de Thl, que podem se ligar a 
fagocitos ou celulas natural killer (NK) e/ou ativam o sistema complemento, enquanto parasitas helminticos estimulam a produgao de 
anticorpos IgE dependentes de Th2, que se ligam a mastocitos e ativam eosinofilos, potentes ern destruir helmintos (Tabela 2.2). 

A forga de ligagao do epitopo pelo anticorpo e chamada de afinidade. Por outro lado, avidez e a medida da estabilidade geral dos 
imunocomplexos entre Ag-Ac e depende de tres fatores: a afinidade intrinseca do anticorpo pelo epitopo, a Valencia do anticorpo e do 
antigeno, e o arranjo geometrico dos componentes interagindo. Os antigenos multivalentes possuem multiplas copias de 

















determinantes antigenicos identicos na mesma molecula. Essas multiplas valencias podem diminuir ou aumentar a afinidade de 
ligayao. O arranjo geometrico das moleculas envolvidas pode contribuir com a afinidade, facilitando ou reduzindo a quantidade de 
complexos formados. 

Como os anticorpos IgM possuem 10 sltios identicos de interayao com o antlgeno, podem se ligar a determinantes identicos 
repetitivos e, mesmo com baixa afinidade, produzem uma interayao polivalente de alta avidez (Figura 2.12). 

Interagdes antigenos-anticorpos 

As intcraybes multivalentes entre Ag-Ac sao biologicamente significativas, e suas caracterlsticas tambem podem ser estudadas em 
sistemas de ensaios in vitro , pois imunocomplexos podem ser formados ao misturar o antlgeno multivalente com anticorpo especlfico. 
A Figura 2.13 ilustra tres situa£oes de interagao Ag-Ac: 

• Os antlgenos podem estar ligados aos anticorpos formando uma extensa rede estavel, indicada como zona de equivalencia 

• Os complexos podem ser dissolvidos quando a concentrayao de antlgeno e aumentada (regiao de excesso de antlgenos). Isso ocorre 
porque a regiao de ligayao do anticorpo fica livre para se ligar ao antlgeno que foi adicionado, diminuindo assim a formayao de 
complexos insoluveis 

• A rcducao de imunocomplexos pode ocorrer com o aumento da concentra£ao de anticorpo (regiao de excesso de anticorpo), onde 
todo o antlgeno estara precipitado e havera anticorpo livre no sobrenadante (ver Capltulo 5). 

A liga^ao do anticorpo ao antlgeno nao e covalente. Varios tipos de intera 5 oes, como formas eletrostaticas, pontes de hidrogenio, 
I'orcas de van der Waals e hidrofobicas podem contribuir para essa ligayao. A mterayao Ag-Ac e reverslvel e segue os princlpios 
termodinamicos basicos de qualquer interagao bimolecular reverslvel, ou seja, segue a lei das massas de Guldberg e Waage: 

[Ag] + [Ac] » K a [Ag-Ac] 

K a = [Ag-Ac] - ([Ag] + [Ac]) 

Em que: 

• K a : constante intrlnseca de associagao (proporcional a afinidade) 

• [Ag]: concentra 5 ao do antlgeno livre 

• [Ac]: concentrayao do anticorpo livre 

• [Ag-Ac]: conccntrayao do imunocomplexo formado. 

O grau de afinidade da intera 5 ao Ag-Ac corresponde a concentra 5 ao de antlgeno que ira interagir com a metade dos anticorpos 
presentes no sistema e pode ser avaliada pela K A . Ao analisar o sistema, percebe-se que K A e diretamente proporcional a concentra 5 ao 
de complexos formados, ou seja, quanto maior a K A mais estavel sera o complexo formado. 


Tabela 2.1 Isotipos dos anticorpos humanos. 
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kDa: quilodalton. 


Tabela 2.2 Propriedades das subpopulapoes de Thl e Th2 de linfocito T CD4+. 

Propriedade 

Subpopulacao Thl 

Subpopulacao Th2 

Citocinas produzidas: 



• IFN-y, IL-2, TNF 

+++ 

- 


- 

+++ 

• IL-4, IL-5, IL-13 

+ 

++ 

• IL-10 

IL-3, GM-CSF 

++ 

++ 

Expressao de receptor para citocina: 



Receptor cadeia b para IL-12 e IL-18 

++ 

- 

Expressao de receptor para quimiocina: 




+ 

++ 

• CCR4 


• CXCR3, CCR5 

++ 

+ 

Ligantes para E- e P-selectinas 

++ 

± 

Isotipos de anticorpos estimulados em 

IgG2a (camundongo) 

IgE, IgGl (camundongo) e IgG4 (em 

camundongos 


humanos) 

Ativayao de macrofago 

+++ 

- 


GM-CSF: fator estimulante de colonia de granulocitos e monocitos; IFN: interferon; IL: interleucina; TNF: fatores de 
necrose tumoral. 
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Figura 2.12 Valencia e avidez das interagoes Ag-Ac. A. Epitopos distantes interagem com um unico Fab. Neste caso, a avidez e baixa 
embora a afinidade possa ser aita. B. Epitopos proximos sao iigados por dois Fab, aumentando a avidez da interagao. C. As moleculas de 
IgM possuem 10 Fab que podem se ligar a epitopos repetitivos identicos resultando em interagao polivalente de altfssima avidez. Adaptada 
de Abbas etal., 2010. 1 



















Figura 2.13 Reagao de precipitagao. A. Zona de excesso de anticorpo. B. Zona de equivalence. C. Zona de excesso de antigeno. Adaptada 
de Abbas etal., 2010. 1 

A fore a de ligagao entre um unico sftio combinatorio de um anticorpo e um epftopo de um antigeno pode ser determinada 
experimentalmente por dialise de equilfbrio. A mistura dos dois formara um complexo que constantemente se dissociara e voltara a se 
formar, em uma sincronia de velocidade. Em um dado momento, a velocidade de formagao do complexo se igualara a velocidade de 
dissociagao. Esse ponto corresponde ao equilfbrio dinamico de reagao. Fatores como pH. temperatura e tipo de solvente podem alterar 
a forga de interagao do complexo Ag-Ac e devem ser mantidos constantes. 

A afinidcide e inversamente proporcional a constante de dissociagao (K d ), que corresponde a concentragao de antigeno requerida 
para ocupar os sftios combinatorios da metade das moleculas de anticorpos presentes no sistema. Quanto menor a concentragao de 
antigeno necessaria para ocupar os sftios, menor sera a K d e maior a afinidade. Por exemplo, no caso dos anticorpos especfficos para 
antfgenos naturais, K d em geral varia de 10 -7 M a 10 -11 M, e o soro de um indivfduo imunizado contera uma mistura de anticorpo com 
diferentes afinidades para o antigeno, dependendo basicamente das sequencias de aminoacidos dos CDR. A afinidade dos anticorpos 
monoclonais pode ser determinada exatamente, uma vez que esses anticorpos sao homogeneos. 

Os anticorpos podem ser extremamente especfficos para antigeno, distinguindo pequenas diferengas em sua estrutura qufmica. 
Entretanto, a produgao de um anticorpo induzida por uma preparagao antigenica pode ocorrer contra um epftopo presente em 
diferentes antfgenos, e assim reconhecer esse epftopo nas diferentes preparagoes antigenicas, pois, embora os antfgenos sejam 
diferentes, sao estruturalmente relacionados. Esse tipo de interagao caracteriza uma reagao cruzada. O antigeno que leva a sfntese dos 
anticorpos e chamado de homologo. O antigeno que tem o mesmo epftopo, mas nao foi utilizado para a produgao dos anticorpos e 
apresenta reagao cruzada com eles, e chamado de heterologo. Os anticorpos produzidos tem maior afinidade pelo antigeno que levou 
a sua sfntese, ou seja, pelo antigeno homologo, por possufrem melhor complementaridade. Por outro lado, os anticorpos de baixa 
afinidade sao os que reconhecem pequena porgao do epftopo, e proporcionam maior probabilidade de interagoes cruzadas, por serem 
pouco complementares. 

A especificidade fina dos anticorpos aplica-se ao reconhecimento de todas as classes de moleculas. Por exemplo, os anticorpos 
podem distinguir dois determinantes proteicos que diferem somente em uma unica substituigao de aminoacido, que tem pouco efeito 
na estrutura secundaria. Como os constituintes bioqufmicos de todos os seres vivos sao semelhantes, esse alto grau de especificidade e 
necessario para que os anticorpos gerados em resposta a moleculas microbianas nao interajam com moleculas proprias do organismo. 

■ Forgas que atuam na interagao antigeno-anticorpo 

A interagao de um anticorpo com um antigeno e feita pela somatoria de forgas intermoleculares nao covalentes. Sao as mesmas forgas 
que atuam na ligagao de protefnas nao especfficas, a diferenga e que os anticorpos tem especificidade. Por serem forgas fracas, que 
ocorrem em sequencia, e diffcil definir quais atuam em primeiro lugar. 

Hidrofobicas 

Forga que atua em moleculas e apresenta grupos laterais nao polares que repelem a agua, como e o caso da valina, da leucina e da 
fenilalanina, facilitando a aproximagao, os choques moleculares e as ligagoes. 









Forgas eletrostaticas ou de Coulomb 

Quando duas moleculas nao estao distantes e apresentam grupos laterals ionicos de cargas opostas (NH3 + e COO - ), elas podem se 
atrair. Com a aproximagao, outros grupos ionicos de cargas opostas presentes nas mesmas moleculas podem atuar fortalecendo a 
ligagao Ag-Ac. A fore a eletrostatica (F) e inversamente proporcional ao quadrado da distancia que separa as moleculas com cargas 
opostas (F = 1/d 2 ). 

Pontes de hidrogenio 

Sao forgas relativamente fracas que ocorrem em razao da proximidade ffsica entre as moleculas. Sao forgas de atuagao entre o 
hidrogenio de uma molecula e grupos hidrofflicos que possuem elementos do tipo C, H, O, N e S de outra molecula. 

Forgas de van der Waals 

Consideradas a mais fraca das ligagoes, ocorrem entre o nucleo de um atomo e a nuvem de eletrons de outro atomo, formando dipolos 
que se atraem. A forga de atragao e inversamente proporcional a setima potencia da distancia (F = 1/d 7 ). 

Os anticorpos de alta afinidade se ligarao com maior numero de moleculas de antfgenos, em menos tempo que os de baixa 
afinidade, alem de formar complexos mais estaveis, ou seja, com tempo de dissociagao maior. Por isso, eles sao de grande aplicagao 
nas tecnicas imunoqufmicas, embora o resultado tambem dependa da avidez, uma vez que ela se correlaciona com a estabilidade geral 
do complexo. 

Anticorpos monoclonais 

A utilizagao de anticorpos como ferramentas de identificagao de estruturas tern sido cada vez mais frequente, principalmente no 
diagnostico clfnico. Entretanto, o uso de misturas de anticorpos diferentes muitas vezes tem aplicagao limitada por causa de sua 
multipla especificidade para diferentes epftopos antigenicos e heterogeneidade da resposta irnune humoral. O soro policlonal contem 
muitos tipos diferentes de anticorpos, produzidos por varios clones de linfocitos B (denominados Acs policlonais), especfficos para 
diferentes antfgenos. Mesmo em animais hiperimunes, os anticorpos especfficos para um determinado antfgeno raramente ultrapassam 
um decimo dos anticorpos circulantes. 

Georges Kohler e Cesar Milstein, em 1975, descreveram a primeira tecnica para obtengao de anticorpos homogeneos ou 
monoclonais de especificidade definida e receberam o Premio Nobel em 1984 por essa descoberta. 2 Essa tecnica, amplamente 
utilizada, baseia-se no fato de que cada linfocito B produz anticorpo de especificidade unica e consiste na fusao de celulas secretoras 
de anticorpos, isoladas de um animal imune, com celulas de mieloma, um tipo de tumor de linfocito B, nao secretor de anticorpo, 
imortal. As celulas hfbridas, ou hibridomas, podem ser mantidas in vitro indefinidamente e continuarao a secretar anticorpo com 
especificidade definida. Os anticorpos produzidos pelos hibridomas, derivados de um unico clone, sao conhecidos como monoclonais 
(AcMo). 

Para a fusao celular e necessario utilizar linhagens de mieloma nas quais foram induzidos defeitos na via de sfntese de 
nucleotfdios, o que faz com que cresgam em meio de cultura normal, mas nao cresgam em meio “seletivo”. Da fusao dessas celulas 
deficientes com celulas normais sobreviverao apenas celulas hfbridas imortais, pois as celulas B normais morrem apos 1 ou 2 semanas 
em cultura. 

As primeiras celulas de mielomas foram obtidas em 1962 a partir de tumor induzido por injegao de oleo mineral pela via 
intraperitoneal em camundongos BALB/c, cuja linhagem recebeu o nome de plasmocitomas induzidos por oleo mineral (MOPC-1, 
mineral oil induced plasmocytomas). Em 1972, essas celulas foram adaptadas para sobreviverem em cultura, com a caracterfstica de 
se dividir intensamente em meio de cultura ou em ascite peritoneal, recebendo o nome de MOPC-21. Essas celulas secretavam Ig e 
variantes delas foram obtidas apos fusao com linfocitos B, dando origem a celulas secretoras e nao secretoras de IgG. As celulas nao 
secretoras sao recomendadas para produgao de hibridomas (Tabela 2.3). Mielomas de ratos Louvain obtidos espontaneamente 
(LOU/c) foram adaptados para cultura apos fusao com linfocitos B de rato (S210) e denominados de Y3, Agl.2.3. Outras variantes 
desses mielomas tambem foram obtidas e sao indicadas na produgao de hibridomas (Tabela 2.4). 

A MOPC-21 (renomeada P3 K ou P3), uma variante da MOPC-1, foi utilizada por Kohler e Milstein, em 1975, no experimento 
em que foi descrita, pela primeira vez, a produgao de hibridomas por metodo de fusao celular. 2 As linhagens de mieloma podem ser 
transformadas em deficientes da enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (FIGPRT) ou timidina quinase (TK) por 
mutagenese, seguida de selegao em meio contendo substratos para essas enzimas. As celulas FIGPRT-negativas ou TK-negativas sao 
incapazes de sobreviver em meio contendo hipoxantina, aminopterina e timidina (FIAT), meio de cultura que requer a existencia de 
enzimas capazes de metabolizar a hipoxantina ou a timidina na presenga do antimetabolito aminopterina para que a celula nao morra. 

Os linfocitos B, parceiros da fusao com mielomas FlGPRT-negativos ou TK-negativos, proporcionarao a enzima necessaria para 
a biossfntese de nucleotfdios, e somente os hibridomas sintetizarao DNA e crescerao em meio contendo FIAT (Figura 2.14). 



Os anticorpos monoclonais especfficos para um determinado antfgeno sao produzidos imunizando-se camundongos, ratos ou 
hamsters com o antfgeno e retirando-se o ba^o ou linfonodos desses animais, ricos em linfocitos B. Essas celulas sao misturadas com 
o mieloma HGPRT-negativo ou TK-negativo, nao secretor de Ig, e fundidas usando polietilenoglicol (PEG). Os hfbridos sao 
selecionados em meio contendo HAT, em placas de cultura com 96 pocos abrangendo feeder-layer (celulas mononucleares obtidas de 
lavado peritoneal, utilizadas para possibilitar o crescimento da cultura celular). Quando os hibridomas atingem cerca de um quarto 
dos pocos, sao testados quanto a prescnca de anticorpos reativos para o antfgeno usado na imuniza^ao. O metodo de triagem 
dependera do antfgeno utilizado; para os soluveis, as tecnicas usuais sao imunoensaio enzimatico (ELISA, enzyme-linked 
immunoassay) e radioimunoensaio (RIE). Assim que o sobrenadante do po£o revela a prescnca de anticorpos, as celulas sao 
imediatamente clonadas por diluicao limitante ou em agar semissolido e os sobrenadantes de cada poco sao testados novamente para 
aferir a prescnca de anticorpos. Os pocos positivos sao reclonados para garantir a monoclonalidade e testados quanto a isotipia. Os 
hibridomas podem, entao, ser expandidos em cultura (Figura 2.15). 


Tabela 2.3 Celulas de mieloma (plasmacitomas) induzidas pela inoculapao de oleo mineral em camundongos BALB/c. 


Linhagem 

Cadeias expressas 

Secregao de 
imunoglobulina 

Recomendadas para 

fusao 

P3-X63Ag8 

yi, k 

Secretora de IgG 1 

Nao 

X63Ag8.653 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 

SP2O/0-Agl4 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 

FO 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 

NSI/l-Ag4-l 

K 

Nao secretora 

Sim 

NOS/1 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 


Tabela 2.4 Celulas de mieloma obtidas em ratos. 

Linhagem 

Cadeia expressa 

Secregao de 
imunoglobulina 

Recomendadas para 

fusao 

Y3-Agl.2.3 

K 

Nao secretora 

Nao 

YB2/0 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 

IR983F 

Nao expressa 

Nao secretora 

Sim 




Via de sintese de nucleotidios 



Figura 2.14 Vias esquematicas e simplificadas envolvendo a sintese de nucleotidios em celulas de mamiferos, com destaque para os sitios 
bloqueados pela aminopterina e as enzimas-chave da via de recuperagao. 

A utilidade dos anticorpos monoclonais resulta de tres caracterfsticas: especificidade de ligagao, homogeneidade e habilidade 
para ser produzido em quantidades ilimitadas. Em frascos de cultura in vitro, a recuperagao e de 10 a 60 mg/m/, enquanto in vivo, por 
indugao de lfquido ascltico em camundongos, era possfvel obter de 1 a 10 mg/m/. Apesar do melhor rendimento do metodo in vivo, o 
uso desse procedimento nao e mais permitido para a produgao de monoclonais em virtude do desconforto que causa aos animais e por 
existirem novas tecnicas alternativas in vitro desenvolvidas, validadas e adequadas tanto para pesquisa utilizando baixa e media escala 
como para laboratories comerciais. Essas novas tecnicas incluem o uso de bolsas de cultura de tecidos permeaveis a gas (cultura 
estacionaria) e outros mecanismos para manter as celulas em suspensao, como garrafas rollers ou ainda sistemas com bolhas 
oscilantes. Alguns tipos de biorreatores encapsulam os hibridomas em polfmeros para proteger os hibridomas frageis. 
Minifermentadores sao os mais promissores metodos in vitro, pois permitem a obtengao de grandes quantidades de anticorpos a baixo 
custo, sem uso de soro. 

Outra vantagem unica dos hibridomas e o fato de antlgenos impuros poderem ser utilizados para produzir anticorpos especlficos. 
Como os hibridomas sao clonados antes de utilizados, anticorpos monoespecfficos podem ser selecionados apos imunizagoes com 
misturas complexas de antlgenos. As aplicagoes dos anticorpos monoclonais sao inumeras e incluem: imunodiagnostico, diagnostico 
de tumores e terapia, identificagao de marcadores fenotlpicos linicos para determinados tipos celulares e para analise funcional de 
moleculas secretadas ou de superflcie celular. Em algumas aplicagoes in vivo, o anticorpo sozinho e suficiente. Uma vez ligado ao 
alvo, desencadeia os mecanismos efetores normais do organismo. Em outros casos, o anticorpo monoclonal e ligado a outra molecula, 
por exemplo, uma fluorescente para auxiliar na visualizagao do alvo ou um atomo fortemente radioativo, como o iodo-131, para 
auxiliar na eliminagao do alvo. 

Alguns anticorpos monoclonais foram introduzidos na medicina humana. Como exemplo, podem-se citar: 

• OKT3, que se liga a molecula CD3 na superflcie de linfocitos T. E utilizado para prevenir rejeigao aguda de orgaos transplantados, 
por exemplo, rim 

• Rituximabe (Rituxan®), que se liga ao CD20 ( cluster of differentiation), molecula encontrada na maioria dos linfocitos B usada para 
tratar linfomas de linfocito B 

• Daclizumabe (Zenopax®), que se liga a uma parte do receptor para interleucina-2 (IL-2) produzido na superflcie de celulas T 
ativadas. E empregado na prevengao da rejeigao aguda de rins transplantados 

• Infliximabe (Remicade®), que se liga ao fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). Tern se mostrado promissor para o tratamento de 
doengas inflamatorias como artrite reumatoide, apesar de ter como efeito colateral a conversao de casos latentes de tuberculose em 
doengas ativas 

• Herceptin, que se liga a HER-2, um receptor para fator de crescimento encontrado em algumas celulas tumorais, como cancer de 

































































mama e linfomas. E o unico monoclonal que parece efetivo contra tumores solidos. 

Existem outros exemplos de monoclonais sendo usados em terapia humana, mas ainda sao poucos, considerando-se que ja se 
passaram 40 anos da descoberta do metodo de produ£ao. A principal dificuldade encontrada no emprego dos anticorpos monoclonais 
produzidos em camundongos reside no fato de estes serem reconhecidos pelo sistema imune como nonself, e o paciente poder 
apresentar resposta imune contra eles, produzindo anticorpos anticamundongo, denominados anticorpo humano antimurino (HAMA, 
human anti-mouse antibodies ). Esses anti-anticorpos fazem com que os anticorpos terapeuticos sejam rapidamente eliminados do 
hospedeiro, alem de formar imunocomplexos que podem causar dano renal. 

Para reduzir o problema do HAMA, anticorpos quimericos ou “humanizados” tern sido produzidos. Para tanto, as regioes 
variaveis da molecula do anticorpo do camundongo, contendo o sltio de combinacao com o antlgeno, sao fundidas com a regiao 
constante da molecula de anticorpo humano por engenharia genetica. Como exemplos, os monoclonais infliximabe, abciximabe e 
rituximabe. Os anticorpos "humanizados'’ sao gerados pela inscrcao apenas dos aminoacidos responsaveis pelo sltio de combinayao 
com o antlgeno (regioes hipervariaveis) na propria molecula de Ig humana, substituindo suas proprias regioes hipervariaveis. Como 
exemplos, Daclizumabe, Vitaxin®, Mylotarg® e Herceptin®. Em ambos os casos, o novo gene e expresso em celulas de mamlferos 
cultivadas em cultura, pois Escherichia coli nao pode adicionar os a^'lie arcs necessarios dessas glicoprotelnas. 

Outras maneiras de solucionar o problema do HAMA estao sendo estudadas. Uma delas visa a explorar a tecnologia dos 
transgenicos para obter camundongos que tenham os genes que codificam para os anticorpos humanos inseridos em seu material 
genetico ou que tenham seus proprios genes para produzirem anticorpos knocked out. O resultado seria um camundongo que poderia 
ser imunizado com o antlgeno desejado e produzir anticorpos humanos, e nao de camundongos, contra o antlgeno, e fornecer celulas 
para serem fundidas com as de mieloma para obtenfao de anticorpos monoclonais puramente humanos. 

Anticorpos Fv de cadeia unica 

Atualmente, fragmentos de anticorpos recombinantes estao se tornando alternativas terapeuticas populares para os anticorpos 
monoclonais Integros, pois sao menores, possuem diferentes propriedades vantajosas em certas aplicagoes medicas e sao facilmente 
sujeitos a manipulagao genetica. Eles podem ser utilizados em imunoterapia para tratamento de acidentes ofldicos, pois a 
neutralizagao das toxinas do veneno independe da pergae Fc, que exerce todas as fungoes efetoras dos anticorpos, exceto a 
neutralizagao. 

Os fragmentos menores (28 kDa) contendo apenas os domlnios VH e VL, conhecidos como Fv e Fv de cadeia unica (scFv, single 
chain Fv) podem ser construldos por engenharia genetica. 



Meio seletivo (HAT) 
Somente 











hibridomas 

sobrevivem 



Teste do sobrenadante para a detecgao de 
anticorpos especificos (ex.: ELISA) 


••oo*ooo*ooo 

oooooooooooo 

ooooo»»o»ooo 

ooo#oooo#ooo 

oooooooooooo 

oooooooooooo 

oooooooooooo 

oooooooooooo 


Hibridomas 

positivos 


Clonagem dos hibridomas positivos 
(p. ex.: diluigao limitante) 





d Z3 







Figura 2.15 Obtengao de anticorpos monoclonais. 

Os anticorpos recombinantes contendo fragmentos variaveis de cadeia unica scFv contem os dommios variaveis das VL e VH. 
ligados por um polipeptfdio flexfvel, por exemplo CG 4 S) 3 , ou por uma ponte dissulfidica (dsFv) ou ambos (sc-dsFv). 

Recentemente, duas empresas patentearam tecnicas denominadas nano antibodies e domain antibodies (dAbs) para moleculas de 
aproximadamente 15 kDa que mimetizam a forma natural de anticorpos encontrados em tubaroes (dornmio V-NAR) e camelos 
(VhH). Todos esses formatos podem ser modificados para obter anticorpos de especificidades diferentes (biespeclficos, triespecfficos) 
ou estruturas (diabodies, tetrabodies, minibodies) que oferecem vantagens terapeuticas. Um exemplo de anticorpo utilizado 
clinicamente hoje em dia e que foi isolado pela metodologia de phage display e o adalimumabe (Flumira®; Abbott Laboratories), um 
anticorpo monoclonal especrfico anti-TNF, utilizado para tratamento de artrite reumatoide e psorrase. 




















Os anticorpos scFv podem ser obtidos de hibridomas ou de bibliotecas de phage display. A tecnologia de phage display permite 
a expressao de uma protefna (como anticorpo) ou peptfdios, na superficie de um bacteriofago contendo os genes que codificam a 
protefna expressa, pois existe uma relatjao direta entre o genotipo e o fenotipo. 

A metodologia de phage display, ou seja, aprescntayao de polipeptfdios na superficie de um bacteriofago ou fago filamentoso, 
que e um virus capaz de infectar a bacteria E. coli, foi estabelecida por Smith em 1985. O principio desse sistema de expressao reside 
na liga£ao fisica do fenotipo do polipeptidio ao seu genotipo correspondente. As proteinas ou peptfdios sao geralmente expressas em 
fusao com a protefna pill ou pVIII da cobertura do fago. 

Tais proteinas de fusao sao direcionadas ao periplasma da bacteria ou a membrana interna da celula por uma sequencia sinal 
apropriada que e adicionada ao seu N-terminal. As proteinas de fusao sao incorporadas as particulas de fago em forma^ao. A 
informa 5 ao genetica que codifica para a protefna de fusao expressa e empacotada dentro da mesma particula de fago na forma de uma 
molecula de DNA de fita simples (ssDNA, single strand DNA). Assim, o acoplamento do genotipofenotipo ocorre antes de os fagos 
serem liberados no ambiente extracelular, assegurando que estes, produzidos no mesmo clone bacteriano, sejam identicos. 
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Capitulo 3 

Tecnologia de Proteinas Recombinantes 


Rosario Dominguez Crespo Hirata e Mario Hiroyuki Hirata 


Introducao 

A rapida expansao da industria de biotecnologia tem sido acompanhada de modificagoes e desafios nos processos de produgao 
eficiente e controlada de proteinas recombinantes em diferentes sistemas para inumeras finalidades. 

A tecnologia de proteinas recombinantes e utilizada para obter e combinar genes de diferentes especies e expressa-los em 
varios tipos de hospedeiros. Essa tecnologia possibilita a produeao de grandes quantidades de proteinas recombinantes 
necessarias para fins diagnosticos, terapeuticos e de prevengao de inumeras doengas humanas. 

A escolha do hospedeiro para a produeao de proteinas recombinantes depende principalmente das propriedades e do uso 
final do produto. A bacteria Escherichia coli e outros sistemas de procariotos tem sido usados com sucesso para a produeao de 
proteinas pequenas (< 30 kDa) e menos complexas. Por outro lado, para proteinas maiores (> 100 kDa) com varias subunidades 
ou que requerem modificagoes pos-traducionais, como a glicosilagao, os hospedeiros mais adequados sao os sistemas de 
eucariotos, como as celulas de leveduras, mamiferos e insetos, e animais e plantas transgenicos. 1 

Neste capitulo, serao abordados sistemas de expressao de proteinas recombinantes em procariotos e eucariotos, as 
aplicagoes desses sistemas na produgao de antigenos e anticorpos recombinantes para fins diagnosticos e os aspectos de controle 
de qualidade na produgao de proteinas recombinantes. 

Vetores de expressao 

Sao utilizados para insergao, replicagao e transcrigao do gene heterologo e produgao da proteina recombinante, em uma celula 
hospedeira. A estrutura dos vetores de expressao tem um conjunto de elementos em comum: sitio de origem de replicagao; gene 
de selegao dominante para propagagao e manutengao do vetor (gene que confere resistencia ou marcador de selegao alternativo), 
sequencia do gene inserido na forma de cDNA, sitios de iniciagao da transcrigao (promotor) e tradugao (sequencias Shine - 
Dalgarno e codon de iniciagao), e sinais para termino para transcrigao e tradugao (sintese da proteina). Os principals elementos 
da estrutura de um vetor de expressao procariotico do tipo plasmidial sao mostrados na Figura 3.1. 

O sitio de origem da replicagao (ori) permite que o plasmideo se replique em numero variavel de copias sem integragao ao 
cromossomo bacteriano hospedeiro. Os vetores derivados do plasmideo pBR32 ocorrem em 25 a 50 copias/celula hospedeira, 
enquanto o plasmideo de clonagem pUC se encontra em 150 a 200 copias/celula. 2 O numero de copias influencia na 
manutengao do plasmideo dentro da celula (estabilidade) durante divisao celular e na taxa de crescimento celular. Em geral, as 
celulas com menor numero de plasmideos tem maior taxa de crescimento porque utilizam menos maquinaria para a replicagao 
plasmidial. Para a expressao de proteinas em celulas de mamifero, os vetores sao do tipo viral, que tambem tem um sitio de 
origem de replicagao, como o derivado do virus de simio 40 (SV40). 2 
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Sinais de termino da 
transcricao e tradugao 


[ mRNA * 


Origem da replicacao 

Figura 3.1 Estrutura de um vetor de expressao do tipo plasmidial. SCM: sitio de clonagem multipla. 

O promotor e um elemento posicionado imediatamente a montante ( upstream ) do infcio da sequencia de cDNA do gene a 
ser expresso e e responsavel pela especificidade e eficiencia da transcrigao. A regiao promotora tem uma sequencia que permite 
a interagao com a RNA polimerase e fatores de transcricao e outros elementos que regulam a transcricao genica. O promotor 
frequentemente e o principal determinante da taxa de transcricao do mRNA e, consequentemente, da expressao da proteina 
recombinante. Na extremidade 3’ da regiao promotora, ha um sitio de clonagem multipla (SCM) com sequencias de 
reconhecimento para varias enzimas de restricao. Essa regiao possibilita a nianipulacao genetica do plasmideo, o que permite a 
insergao do gene heterologo na posigao correta para a transcrigao. 

Varios promotores fortes com alta taxa de expressao em E. coll estao disponiveis. Uma caracteristica importante e a 
capacidade de o promotor ser fortemente regulado, isto e, eficientemente inibido (down regulated) na ausencia de indutor. E 
desejavel que ele seja reprimido durante a fase de crescimento celular para atingir alta densidade celular. Apos isso, a indugao 
do promotor desencadeara alta taxa de transcrigao e tradugao (sintese da proteina). O promotor deve ser estruturalmente simples 
e a etapa de indugao, ter baixo custo. Os do tipo lac, hibrido lac-trp e trc sao induzidos por isopropil-(3-D-tiogalactopiranosideo 
(IPTG) e sao regulados pelo produto do gene lad, o repressor lac. 2 - 3 Esses promotores nao sao completamente reprimidos na 
ausencia de indugao e, portanto, nao sao adequados quando o produto do gene e toxico para a celula. 

O termino da transcrigao do gene clonado e sinalizado pela presenga de sequencias especificas na extremidade 3’ 
reconhecidas pela RNA polimerase, denominadas blocos de finalizagao. Nos sistemas de expressao de mamiferos, esses blocos 
sao responsaveis pela adigao de sequencias caracteristicas poli (A) a extremidade 3’ do mRNA. As sequencias 3’-poli (A) 
aumentam a estabilidade do mRNA transcrito pela formagao de uma alga na extremidade 3’. 4 O conjunto de sequencias, 
constituido de promotor, gene clonado e sinais de finalizagao, e conhecido como cassete de expressao. 

Nos sistemas de expressao, o processo de introdugao do vetor de expressao na celula do hospedeiro e conhecido como 
transfecgao. O marcador de selegao presente na estrutura do vetor de expressao (ver Figura 3.1) possibilita a identificagao e o 











isolamento das celulas transfectadas. 

O marcador de selegao em geral e um gene que codifica para uma protefna que confere resistencia a um antibiotico. Esse 
marcador assegura que somente as celulas que albergam o vetor de expressao se dividirao, resistindo a pressao seletiva do 
antibiotico. Genes que conferem resistencia a ampicilina, tetraciclina e canamicina sao comumente usados nos vetores de 
expressao. O gene da betalactamase {bid) confere resistencia a ampicilina, e as bacterias transfectadas com o gene crescem no 
meio que contem esse antibiotico. 2,3 

Para outros tipos de hospedeiros, o cassete de selecao codifica uma proteina que corrige uma mutagao na via metabolica do 
hospedeiro ou permite a celula do hospedeiro metabolizar um agente toxico, possibilitando a selecao das celulas transfectadas. 
0 numero de copias do gene de interesse pode aumentar em resposta ao agente seletivo por processo de amplificagao, 
fundamental para a maioria dos sistemas de expressao de mamfferos que mantem a estabilidade da expressao da protefna 
recombinante. 2 

As extremidades 5’ e 3’ nao traduzidas (UTR) do gene devem ser removidas previamente a clonagem no vetor de 
expressao. A extremidade 3’ pode conter sinais para a degradagao do mRNA e, se o mRNA e rapidamente degradado, a 
expressao e baixa. Como os vetores de expressao de eucariotos contem sftios poli (A) na extremidade 3’ do mRNA, se esses 
sftios nao forem do cDNA, serao produzidos transcritos com sequencias poli (A) repetidas consecutivamente, o que pode causar 
instabilidade do mRNA. 

A estabilidade da protefna e determinada pela sua sequencia primaria de aminoacidos, e como tal, e diffcil de manipular 
sem alterar as caracterfsticas do produto. Se a protefna e secretada, o sinal de secregao pode ser aperfeigoado usando tecnicas de 
engenharia genetica e mutagenese sftio-dirigida. A expressao de algumas protefnas em altos nfveis pode ser toxica para a celula 
e causar problemas na manutengao da viabilidade celular durante as muitas divisoes celulares necessarias na produgao 
escalonada {scale-up). 3 A troca de um unico aminoacido em uma protefna pode remover a sua toxicidade, porem e mais 
adequado utilizar uma estrategia diferente de expressao que garanta a viabilidade celular sem modificar a sequencia da protefna. 

A compreensao do processo de expressao genica permite desenvolver sistemas que apresentam altas taxas de expressao de 
protefnas heterologas em diversas linhagens celulares. Entretanto, ocasionalmente, alguns genes tem propriedades inerentes que 
resultam em baixas taxas de expressao em sistemas heterologos. Nesses casos, os processos e a escala de fabricagao tem que ser 
adequadamente ajustados. 

Sistemas de expressao de proteinas recombinantes 

Ha uma grande variedade de sistemas de expressao de protefnas disponfvel. Protefnas podem ser expressas em culturas de 
celulas bacterianas, leveduras, fungos, mamfferos, plantas ou insetos, ou ser produzidas por plantas e animais transgenicos. 1 ' 5 

A escolha do sistema de hospedeiro depende de varios fatores, como o tamanho, a estrutura e a estabilidade do produto 
genico; requisitos de modificagao pos-tradugao para a atividade biologica; taxa de crescimento celular e de expressao; expressao 
intracelular e extracelular. A qualidade, a funcionalidade, a rapidez de produgao e o rendimento da protefna recombinante e o 
baixo custo do processo tambem sao fatores importantes a considerate 1,2 

0 sistema de expressao bacteriano e mais adequado para produgao de protefnas heterologas mais simples (p. ex., antfgenos 
de bacterias e parasitas para fins de imunodiagnostico) ou protefnas de procariotos (p. ex., toxina tetanica para uso como 
vacina). Se a protefna e uma molecula multimerica complexa e que requer modificagao pos-tradugao (p. ex., anticorpo 
monoclonal para fins terapeuticos), o processo mais adequado e o sistema de expressao em celulas de mamffero. 

Protefnas nao glicosiladas sao em geral produzidas em E. coli ou leveduras, enquanto protefnas glicosiladas sao produzidas 
em celulas de mamfferos que mimetizam a glicosilagao de protefnas humanas. As celulas de ovario de cobaio chines (CHO, 
Chinese hamster ovary) sao muito utilizadas, mas o processo ainda e oneroso e as glicoprotefnas produzidas nao sao exatamente 
do tipo humano, e, em alguns casos, sao muito modificadas. Leveduras, fungos filamentosos e celulas de insetos tem baixa 
capacidade de prover a glicosilagao de mamfferos, mas a levedura metilotrofica Pichia pastoris foi modificada por engenharia 
genetica para produzir um tipo de glicosilagao humana. 1,5 

Sistema de expressao em bacterias 

O sistema bacteriano E. coli foi o primeiro e e o mais amplamente utilizado para a produgao de protefnas heterologas 
recombinantes. A E. coli tem as vantagens da flexibilidade genetica (manipulagao genetica facil), alta taxa de expressao, 
produgao rapida da protefna recombinante, facilidade de cultivo em alta densidade celular que propicia alto rendimento e baixo 
custo de processamento. 1,3,6,7 A E. coli e usada para produgao em larga escala de muitas protefnas humanas comercializadas para 




fins diagnosticos e terapeuticos. Como tem modificagoes pos-traducionais limitadas, e preferencialmente empregada na 
produgao de protemas nao glicosiladas. 1 

0 crescimento bacteriano atinge altas densidades celulares na suspensao em meios de cultura simples. Por outro lado, a alta 
taxa de expressao desse sistema pode resultar em falha no dobramento (folding ) da protema, tornando-a inativa ou insoluvel. 6,7 
Isso ocorre principalmente no caso de protemas com multiplas pontes dissulfidricas, as quais dificultam o dobramento correto 
da protema formada. Alem disso, varias protemas expressas em E. coli acumulam-se intracelularmente na forma de corpos de 
inclusao inativos insoluveis, dos quais a atividade biologica precisa ser recuperada por processos de desnaturagao e 
redobramento ( refolding ) complexos e de alto custo. 2,8 As protemas produzidas em E. coli geralmente contem alta concentragao 
de endotoxinas que devem ser cuidadosamente removidas, durante o processo de purificagao, pois poderao ativar as vias fator 
nuclear kappa B (NF-kB) e protema ativadora 1 (AP-1) e causar reagoes graves, como febre, em pequenos animais. Alem disso, 
ocorre formagao de acetato, toxico para a celula bacteriana. As principals vantagens e limitagoes do sistema de expressao em E. 
coli estao indicados na Tabela 3.1. 

Progressos recentes na compreensao da transcrigao, tradugao e dobramento (folding) de protemas produzidas em E. coli e o 
aperfeigoamento de ferramentas geneticas tornaram essa bacteria mais valiosa para a expressao de protemas eucarioticas 
complexas. Seu genoma pode ser modificado com precisao, rapidez e facilidade, o promotor e de facil controle e o numero de 
copias do plasmideo pode ser facilmente alterado. Esse sistema tambem se caracteriza por fluxo de carbono metabolico que 
evita a incorporagao de aminoacidos analogos, formagao de ligagoes dissulfidricas intracelulares e reprodutibilidade do 
processo de produgao da protema recombinante controlado por computador (acompanhamento em tempo real). E. coli pode 
acumular a protema recombinante em ate 80% do seu peso seco e sobreviver em varias condigoes ambientais. 1 

Avangos recentes nos processos de glicosilagao, redobramento (refolding) e translocagao de protemas, e a coexpressao de 
chaperoninas, foldases e isomerases tornaram possivel o desenvolvimento de cepas de E. coli modificadas que acumulam 
protemas na forma soliivel, secretam-nas no periplasma, exportam para o meio de cultura ou dirigem-nas para a membrana 
externa da celula para disposigao na superficie. 5,8 ' 11 A decisao de dirigir a protema expressa para um compartimento celular 
especifico, isto e, para o espago citoplasmatico, periplasmatico ou meio de cultura, reside no equilibrio entre vantagens e 
desvantagens da expressao, em cada compartimento (Figura 3.2). 

As modificagoes genomicas e funcionais do sistema de expressao tem ampliado a utilizagao do sistema E. coli na produgao 
de uma grande gama de protemas recombinantes humanas para fins diagnosticos e terapeuticos, como antigenos e anticoipos 
recombinantes, hormonios [p. ex., insulina, glucagon, hormonio de crescimento (GH), calcitonina, paratormonio (PTH)], fatores 
de crescimento [p. ex., fator estimulador de colonia de macrofagos e granulocitos (GM-CSF)], citocinas [p. ex., interferon-alfa 
(IFN-a), interferon-beta (IFN-(3)] e agentes fibrinoliticos [p. ex., ativador do plasminogenio tecidual (tPA)]. 1,9 

■ Fatores que afetam a produgao de protemas recombinantes em E. coli 

Os avangos da tecnologia de DNA recombinante tem permitido a insergao de segmentos de DNA em vetores de expressao (p. 
ex., plasmidial ou viral) e no DNA cromossomico de microrganismos (p. ex., E. coli). Essa tecnologia permite a insergao de 
cassetes de expressao, a modificagao do DNA cromossomico para aumentar o controle do promotor [p. ex., mutagao no gene da 
protema ligadora de fosfato (phoS)] ou a retengao do plasmideo. E possivel tambem modificar o metabolismo celular, 
estabilizar o produto proteico e fazer o dobramento da protema de forma mais eficiente. 7 

A taxa de sintese proteica, a eficiencia do metabolismo do hospedeiro e o dobramento da protema sao importantes fatores 
que afetam a produgao de protemas recombinantes. 

Taxa de sintese proteica 

A taxa de sintese proteica (tradugao) celula-especifica e provavelmente o parametro mais importante que afeta a produgao da 
protema recombinante. A taxa de sintese proteica depende de varios fatores, como dosagem genica do vetor de expressao, tipo 
de promotor, estabilidade do mRNA e a eficiencia da iniciagao da tradugao. 4 O alto rendimento da protema recombinante 
depende da manutengao/sustentagao do sistema de expressao durante o periodo de produgao. 

A dosagem genica corresponde ao numero de copias do vetor de expressao por celula. A produgao de protemas 
recombinantes em vetores de expressao com baixo numero de copias por celula e menor que em vetores com alto numero, 
mesmo quando o mRNA e estabilizado pela estrutura secundaria em alga na extremidade 5’. Contudo, os vetores com menos 
copias podem fornecer consideravel quantidade de protema se o promotor for forte (p. ex., promotor T7) e o tempo de expressao 
prolongado. 4,5 A dosagem genica baixa tambem evita a agregagao e/ou a saturagao da via de secregao. Esse mesmo conceito 
pode ser explorado com a insergao do cassete de expressao no DNA cromossomico. 5 


Os promotores devem ter pouca ou nenhuma expressao antes da indugao e a taxa de expressao deve ser ajustavel e 
confiavel, porem com frequencia e observada heterogeneidade de expressao apos a indugao. Isso parece resultar do tipo de 
promotor e da variabilidade das concentracoes iniciais ou das taxas de indugao das protemas de transporte do indutor. 4,5 A 
indugao de baixo custo e automatica (sem intervengao do operador) e geralmente desejavel para produzir protemas 
recombinantes em larga escala. Para essa finalidade, o promotor da fosfatase alcalina (FA) pode ser usado, ja que e rigidamente 
regulado e induzido quando fosfato e privado do meio de cultura, porem essa privagao lirnita a duragao da sfntese proteica. A 
utilizagao da protema sensfvel ao fosfato (PstS) com gene phoS mutado permite a indugao do promotor FA em altas 
concentragdes de fosfato, o qual pode ser adicionado continuamente (para evitar a deplegao de fosfato) sem reprimir o 
promotor. 

Tabela 3.1 Caracteristicas dos principals sistemas de expressao de protemas recombinantes 


Sistemas 

Vantagens 

Limitacoes 

Exemplos 

Bacterias 

Flexibilidade genetica 

Dificuldade de dobramento 

Insulina, glucagon, 


Facilidade de cultivo em alta 

(folding ) de protemas com 

GH, PTH, IFN-a, 


densidade celular 

multiplas pontes dissulfidricas 

IFN-P, GM-CSF. tPA, 


Alta taxa de expressao 

Produgao de protemas em corpos de 

antfgenos, fragmentos 


Produgao rapida da protema 

recombinante 

Alto rendimento 

Baixo custo do processo de 

produgao 

Protemas nao glicosiladas 

inclusao que sao inativas e 
requerem redobramento (refolding) 
Modificagdes pos-traducionais 

limitadas 

Contaminagao da protema com 

endotoxinas bacterianas 

Toxicidade celular por acetato 

de mAb 

Leveduras 

Flexibilidade genetica 

Padroes de glicosilagao incorretos 

Albumina, insulina. 


Crescimento rapido e em alta 

Heterogeneidade da glicoproteina 

glucagon, GH, GM- 


densidade 

Hipermanosilagao 

CSF, PDGF IFN-a, 


Alta taxa de expressao 

Depuragao rapida da circulagao 

IFN-P, TNF-a, IL-2, 


Modificagoes pos-traducionais 

Risco imunogenico 

CEA, antfgenos. 


complexas 

Dobramento ( folding) correto 

Alta atividade biologica 

Secregao no meio extracelular 

Alto rendimento 

Baixo custo de produgao 

Cepas com produgao estavel 

Nao produz endotoxina 

Baixo risco de degradagao 
proteolitica 

Requerimento de chaperoninas 
Dobramento correto de algumas 
protemas heterologas 

fragmentos de mAb 

Celulas de 

Manutengao facil 

Processo lento 

Virus-like particles 

inseto/baculovfrus 

Modificagoes pos-traducionais 

Glicosilagao diferente das celulas de 

(VLP): HBV, HEV, 


complexas 

mamffero 

HPV, HIV-1, rotavirus 


Dobramento ( folding) correto da 

Dobramento incorreto da protema 

humano, virus 


protema 

Clivagem correta do peptidio sinal 

Processamento proteolitico 
adequado 

Formagao de agregados 

intracelulares 

Secregao ineficiente 

Risco de baixa expressao 

influenza 


Celulas de mamfferos 


Animais transgenicos 


Plantas transgenicas 


Pouca limitagao do tamanho da 

protema 

Varios genes expressos 

simultaneamente 

Baixo efeito citopatico do 

baculovrrus 

Alta densidade celular 

Produgao escalonada ( scale-up ) 

facil 

Alto rendimento 

Biosseguranga 

Imunogenicidade 

Alto custo de produgao 


Modificagoes pos-traducionais 

Sistema de expressao transitorio 

Hormonios esteroides. 

complexas e similares as celulas 

Baixa densidade celular 

LH, FSH, hCG, 

humanas 

Baixo rendimento e 

eritropoetina, TGF-(3, 

Formagao de pontes dissulffdricas 

reprodutibilidade 

fator VIII, tPA, mAb 

null tipi as 

Alto custo de produgao 


Dobramento correto da protema 

Risco de contaminagao por virus ou 


Clivagem correta do peptfdio sinal 

DNA 


Secregao da protema no meio de 

Protema heterologa pode ser toxica 


cultura 

Protefnas heterologas ativas 
Purificagao mais simples 

Baixa produgao de endotoxinas 

para as celulas 


Caracteristicas das protefnas 

Risco de efeitos deleterios da 

GH, tPA, antitrombina 

similares as de celulas de mamfferos 

protema recombinante nos animais 

III, fator IX, 

Maior produtividade e custo- 

Risco de contaminagao com virus e 

fibrinogenio, protema 

efetividade que celulas de 

prions 

C ativada, a-1- 

mamfferos (p. ex., leite) 

Processo lento (3,5 a 32 meses) 

antitripsina, 


Alto custo de manutengao 

Risco de imunogenicidade 

hemoglobina, mAb 

Expressao direcionada 

Glicosilagao pode ser incorreta 

Albumina, avidina, 

Estabilidade da protema em 

Aspectos regulatorios e de 

insulina, GH, IFN-a, 

compartimentos da planta 

biosseguranga 

IFN-|3, fator VIII, tPA, 

Modificagoes pos-traducionais 

Risco de contaminagao com 

enzimas, antfgenos, 

complexas 

pesticidas, herbicidas e metabolitos 

mAb, vacinas 

Dobramento e montagem corretos 

toxicos 


de protefnas complexas 

Risco de imunogenicidade 


Alto rendimento 

Alto custo de purificagao, em 


Baixo risco de contaminagao com 

patogenos de animal 

Purificagao de protema 
relativamente simples 

Baixo custo de produgao 

Produgao em larga escala ( scale- 

up ) 

alguns casos 



CEA: antigeno carcinoembrionario; GH: hormonio de crescimento; GM-CSF: fator estimulador de colonia de macrofagos e 
granulocitos; HBV: virus da hepatite B; hCG: gonadotrofina corionica humana; HEV: virus da hepatite E; HIV-1: virus da 
imunodeficiencia humana tipo 1; HPV: papilomavirus humano; IFN-CC interferon-alfa; IFN (3: interferon-beta; IL-2: 
interleucina-2; mAh: anticoi'pos monoclonais; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; PTH: paratormonio; 
TGF-(3: fator de crescimento transformador-beta; TNF-CC fator de necrose tumoral-alfa; tPA: ativador do plasminogenio 
tecidual. 


Vantagens 

Purificagao simples 
Menos proteolise 
Melhor dobramento 
Autenticidade no N-terminal 


Desvantagens 

Sinai nem sempre 
facilita a exportagao 
Corpos de inclusao 
podem se formar 


Periplasma 


Citoplasma 


Corpos de inclusao 

• Purificagao facil 

• Protegao contra proteases 

• Proteina inativa (nao toxica) 
Alto rendimento 
Plasmideo simples 


Corpos de inclusao 

• Dobramento da proteina 

• Desnaturagao/redobramento 
Extensao N-terminal 


Extracelular 


Purificagao simples 
Menos proteolise 
Melhor dobramento 
Autenticidade no N-terminal 


Secregao pode falhar 
Lise celular 


Figura 3.2 Vantagens e desvantagens da produgao de proteinas recombinantes em diferentes compartimentos da E. coli. 

A estabilidade do mRNA tambem pode afetar as taxas de expressao da proteina recombinante. Modificagoes na estrutura 
secundaria (alga) na extremidade 5’ do mRNA parecem aumentar a meia-vida do mRNA quando a taxa de transcrigao e baixa 
em razao da fraca indugao do promotor ou do baixo numero de copias do vetor de expressao. Entretanto, essas modificagoes no 
mRNA tem relativamente pouco feito na expressao de proteinas recombinantes quando as taxas de transcrigao sao altas. 4,5 

Eficiencia da iniciagao da tradugao 

A sintese proteica (tradugao) e iniciada pela ligagao dos ribossomos as sequencias Shine-Dcilgarno (SD) localizadas nos sitios 
de ligagao aos ribossomos (RBS) da sequencia de mRNA. 2 O espago e as sequencias entre o RBS e o codon de iniciagao (AUG) 
sao importantes para a eficiente iniciagao da tradugao. Alem disso, a estrutura secundaria proxima do RBS na sequencia 
imediatamente a jusante ( downstream ) ao codon de iniciagao afeta a eficiencia da iniciagao da tradugao. A expressao do produto 
genico e maior quando o segundo codon que segue o codon de iniciagao e rico em adenina. Outro aspecto relevante e a 
frequencia de ocorrencia de codons na E. coli, que difere dos encontrados em humanos (codon usage). Portanto, genes humanos 
que contem codons raros na E. coli podem ser ineficientemente expressos, o que pode ser contornado pela coexpressao de tRNA 
raros. 3,5 

Eficiencia do metabolismo do hospedeiro 

O aumento da eficiencia do metabolismo da E. coli pode ser realizado pela limitagao do fornecimento de glicose, que diminui 
seu transporte na celula e evita o acumulo de acetato. Isso pode ser realizado por diminuigao da captagao de glicose pela 





















inati vacao do gene ptsG, que codifica o transportador de glicose II, ou a inativacao completa do sistema de fosfotransferase para 
evitar o acumulo de fosfoenolpiruvato. 5 

Dobramento da protema e corpos de inclusao 

Tipicamente, o acumulo rapido da protema heterologa intracelular esta associado com maior probabilidade de agregagao da 
protema na forma de corpos de inclusao. A formacao de corpos de inclusao ocorre por dobramento (folding ) incorreto da 
protema recem-sintetizada, decorrente da elevada taxa de expressao da protema heterologa. A formacao de corpos de inclusao 
pode ser util na purificagao do produto recombinante, porem o objetivo comum e produzir protema soluvel ativa. Para essa 
finalidade e para a secregao da protema, a produgao mais lenta e sustentada (estavel) e o baixo numero de copias sao preferfveis. 
O uso de promotores induzidos pelo frio ou a indugao a baixas temperaturas favorece o dobramento correto da protema 
recombinante. Alem disso, a coexpressao com chaperoninas intracelulares pode aumentar a expressao e a solubilidade da 
protema heterologa em E. coli . 5,7 ‘ 8 

Sistema de expressao em leveduras 

As leveduras sao organismos unicelulares eucarioticos frequentemente utilizados para produzir protemas recombinantes com 
dificuldade de produgao em E. coli por falha no dobramento ou na necessidade de glicosilagao. As cepas de leveduras sao 
geneticamente bem caracterizadas e conhecidas por realizar varios tipos de modificagoes pos-traducionais. Elas sao mais faceis 
de manipular e de menor custo operacional comparado com celulas de inseto ou mamifero, e sao facilmente adaptaveis a 
processos de fermcntagao.' As principals vantagens e limitagoes do sistema de expressao em leveduras estao listados na Tabela 
3.1. 

As duas especies mais utilizadas sao Saccharomyces cerevisiae e Picliia pastoris. A S. cerevisiae pode secretar protemas 
heterologas no meio extracelular, promove a glicosilagao e e considerada segura por ser um componente da dieta humana. 
Entretanto, a glicosilagao de S. cerevisiae e pouco aceitavel para a produgao de protemas de mamifero porque os O- 
oligossacaridios incorporados contem somente manose, enquanto as protemas de eucariotos superiores tem cadeias de O- 
oligossacaridios com acido sialico. S. cerevisiae e utilizada para produzir antigeno de superficie da hepatite, insulina, glucagon, 
GM-CSF, urato oxidase e outros produtos comerciais. 1,5 

P. pastoris e uma levedura metilotrofica que pode utilizar metanol como unica fonte de carbono e energia. Pode expressar 
varios tipos de protemas recombinantes em escala laboratorial e industrial porque os promotores do vetor de expressao sao os 
mais fortes e estritamente regulados entre os promotores de outras especies de leveduras. O sistema de expressao mais comum 
contem o promotor do gene da dicool oxidase I (AOX1) induzido pelo metanol e que possibilita a produgao em ate 30% da 
fragao total de protema soluvel. 1,5,12,13 Outros promotores sao dos genes da dicool desidrogenase ( ADH1 ), glicerol quinase 
0 GJJT1) e enolase ( ENOl ). Os marcadores de selegao do sistema podem ser auxotroficos (contem um gene funcional que nao e 
expresso em cepas geneticamente modificadas, por exemplo, MET2, ARG e HIS4) ou genes que conferem resistencia a 
antibioticos (blasticidina, geneticina e zeocina). 14 

P. pastoris e adequada para a expressao de protemas heterologas por varias caracteristicas importantes: 

• Flexibilidade genetica com integragao de multiplas copias do gene heterologo ao DNA genomico, que promove estabilidade as 
celulas transformadas 

• Taxa de crescimento rapido 

• Alta densidade celular 

• Alta taxa de expressao da protema recombinante 

• Capacidade de realizar modificagoes pos-traducionais complexas (formagao de pontes dissulfidricas, dobramento da protema, 
glicosilagao, metilagao, acilagao, processamento proteolitico e direcionamento para compartimentos subcelulares) 

• Capacidade de secregao da protema no meio extracelular 

• Alto rendimento do produto genico e baixo custo de produgao 

• Ausencia de endotoxinas e contaminagao por bacteriofagos 

• Ausencia de patogenicidade humana de virus liticos 

• Risco limitado de degradagao proteolitica. 1,6,13 

P. pastoris pode executar estagios iniciais de /V-glicosilagao no retfculo endoplasmatico, mas a srntese de oligossacarfdeos 
complexos e maturagao de glicanos por sialilagao terminal no aparelho de Golgi nao pode ser alcangado, resultando em padroes 




de glicosilagao incorretos e heterogeneidade da glicoproteina, depuragao rapida da circulagao, e/ou risco imunogenico. Esse 
problema foi contornado pela substituigao de genes que codificam as enzimas de glicosilagao da levedura por genes homologos 
humanos e, dessa forma, o padrao de glicosilagao possibilitou a produgao de protemas A-glicosiladas e funcionais, como as 
proteinas humanas. Outro aspecto e que algumas protemas heterologas requerem chaperoninas para o dobramento adequado. P. 
pastoris nao e capaz de produzir essas proteinas. 1 - 6 ’ 12 

As leveduras sao hospedeiros adequados para a sintese proteinas recombinantes oriundas de diferentes organismos e e 
utilizada para produzir varias protemas humanas, como albumina e outras protemas plasmaticas, hormonios (p. ex., insulina, 
glucagon), fatores de crescimento [p. ex., GM-CSF. fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)], citocinas [p. ex. 
IFN-a, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 2 (IF-2)], marcadores tumorais [p. ex., antigeno carcinoembrionario 
(CEA)], enzimas [p. ex., enzima conversora de angiotensina I (ECA), FA placentaria, neuraminidase], antigenos [p. ex., 
antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBV)], fragmentos de anticorpos monoclonais (mAb), com fragmento variavel 
(Fv) e Fv de cadeia linica (scFv, single chain Fv). 1,6,13,15 

Sistemas de expressao em celulas de inseto/baculovi'rus 

As celulas de inseto sao capazes de realizar mais modificagoes pos-traducionais complexas que as leveduras. Tambem tem a 
melhor maquinaria para dobramento (folding ) de protemas de mamiferos e, portanto, sao mais adequadas para produgao de 
protemas recombinantes dessa origem. O vetor de expressao de baculovirus (BEV) e o mais comumente usado. 

O BEV e derivado do poliedrovirus de Autographa californica, naturalmente patogenico para celulas de lepidoptero 
(derivadas da lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda). 16 - 1 E de manutengao facil e fornece alto rendimento da proteina 
produzida, a um custo menor que o sistema de celulas de mamifero. Nesse sistema, o gene a ser inserido substitui o gene viral 
da poliedrina nao essencial para o ciclo de vida litico do virus. As celulas de inseto tem mais tolerancia as protemas humanas 
que as celulas de bacterias ou leveduras. Por outro lado, o processo e demorado porque requer a produgao de estoque de virus e 
depois a infecgao das linhagens de celulas de inseto hospedeiras. A infecgao viral destroi significante quantidade da populagao 
celular e, portanto, produz uma mistura de precursores de protemas intracelulares (com peptidio sinal nao clivado) e protemas 
maduras extracelulares sem peptidio sinal. Adicionalmente, a glicosilagao de celulas de insetos e diferente daquela de celulas de 
mamiferos e, portanto, pode induzir a antigenic id ade e reduzir a meia-vida da proteina recombinante na circulagao. Foram feitas 
modificagoes em baculovirus para acomodar segmentos de DNA heterologos grandes, ter menor efeito citopatico em celulas de 
mamifero e ter bom perfil de biosseguranga. 16 
As vantagens do sistema baculovirus sao: 

• Modificagoes pos-traducionais eucarioticas, incluindo a fosforilagao, N- e 0-glicosilagao, clivagem correta do peptidio sinal, 
processamento proteolitico adequado, acilagao, palmitilagao, miristilagao, amidagao, carboximetilagao, e prenilagao 

• Adequados dobramento de protemas e formagao de pontes dissulfidricas 

• Alta taxa de expressao. O virus contem um gene que codifica a proteina poliedrina, que e normalmente produzida em niveis 
muito elevados e nao e necessaria para a replicagao do virus. O gene a ser clonado e colocado sob o forte controle do 
promotor do gene da poliedrina viral que permite a expressao da proteina heterologa em ate 30% da proteina celular 

• Alta densidade de cultura em suspensao e facil produgao em larga escala ( scale-up ) 

• Biosseguranga: os vetores de expressao sao preparados do baculovirus, o qual pode atacar invertebrados, mas nao vertebrados 
ou plantas 

• Nao tem limitagao do tamanho da proteina 

• Expressao simultanea de genes multiplos. 1,6 

Os sistemas de celulas de insetos tem algumas limitagoes: 

• Padrao de glicosilagao diferente das celulas de mamiferos 

• Processamento pos-traducional determinado empiricamente para cada construto/recombinante 

• Secregao ineficiente da proteina pelas celulas que pode ser contornada pela adigao de sinalizadores de secregao (p. ex., 
sequencia melitina de abelha) 

• Dobramento incorreto da proteina ou formagao de agregados intracelulares podem ocorrer possivelmente em virtude da 
expressao tardia no ciclo de infecgao. Nesses casos, a coleta das celulas deve ser realizada na fase inicial apos a infecgao 

• Risco de baixa taxa de expressao que pode ser evitada pelo aperfeigoamento do tempo de expressao e a multiplicidade de 
infecgao 




• Potential de imunogenicidade por difcrcncas no padrao de glicosilacao 

• Alto custo de produgao. 1,6 

O sistema celulas de insetos/baculovirus pode ser utilizado para produzir principalmente particulas similares a virus (VLP, 
virus-like particles), como antigenos do HBV, virus da hepatite E (HEV), HIV-1, papilomavirus humano (HPV), rotavirus 
humano, virus influenza e outros. 18 ' 20 

Sistemas de expressao em celulas de mamiferos 

Sao utilizados para produgao de proteinas que requerem modificagoes pos-traducionais complexas, como as proteinas humanas. 
Sao empregados varios tipos de linhagens celulares, como celulas de CHO, rim de cobaio recem-nascido (BHK), mieloma de 
camundongo (NSO ou SP2/0), rim de macaco verde africano (COS) e rim embrionario humano (HEK 293). Essas linhagens sao 
imortalizadas por transfecgao com plasmideos ou por infecgao com virus DNA ou RNA recombinantes. 5,2123 

As proteinas recombinantes podem ser expressas em celulas de mamiferos de forma temporaria, utilizando as linhagens 
COS, CHO e NSO. Nos sistemas de expressao estavel, as celulas de mamifero sao portadoras de mutagao em gene que afeta o 
metabolismo celular. A corregao desse defeito e realizada pela transfecgao das celulas com vetor plasmidial ou viral com 
cassete de expressao que contem o gene funcional (marcador de selegao). A expressao do gene funcional permite que somente 
as celulas transfectadas se propaguem. Por exemplo, um subclone de celulas CHO com defeito da di-hidrofolato redutase 
(DHFR) e utilizado para cotransfecgao do gene da DHFR com o gene da proteina recombinante. A amplificagao do gene e 
alcancada pela adigao de quantidades crescentes de metotrexato a cultura e subsequente reclonagem. O sistema 
DHFR/metotrexato e o glutamina sintase (GS)/metionina sulfoximida tambem tem sido utilizado para aumentar o numero de 
copias do produto genico, alcancando alto rendimento das celulas produtoras. Para alcancar altos niveis de expressao, podem ser 
utilizados promotores fortes como o do citomegalovirus (CMV). 5,22,23 

A taxa de expressao de um clone de celulas transfectadas depende da eficiencia de transcrigao do cassete de expressao que 
depende do promotor utilizado e do local da integragao do plasmideo de DNA no cromossomo da celula hospedeira. Como a 
integragao do DNA e um processo randomico, o DNA pode integrar-se em uma regiao do cromossomo em geral altamente 
transcrita ou pode conter elementos de amplificagao ativos. Clones desse tipo expressam proteinas recombinantes em maiores 
taxas que aqueles nos quais o DNA foi integrado em uma regiao de transcrigao silenciosa. 24 

As celulas de mamiferos sao capazes de realizar regulagao epigenetica, modificagoes pos-traducionais (glicosilagao, y- 
carboxilagao, (3-hidroxilagao, O-sulfatagao, amidagao e fosforilagao); formagao de pontes dissulfidricas multiplas que 
possibilitam o dobramento correto evitando a necessidade de renaturagao ( refolding ); processamento proteolitico (clivagem 
correta de peptidio sinal); e secregao da proteina recombinante no meio de cultura (ver Tabela 3.1). Essas caracterfsticas 
garantem a produgao de proteinas heterologas ativas e o processo de purificagao mais simples, tornando-as produtos para 
praticamente todas as aplicagoes diagnosticas e terapeuticas. As celulas de mamiferos produzem muito pouca quantidade de 
endotoxinas quando o meio de cultura correto e utilizado, o que e uma grande vantagem para produtos terapeuticos. 1,5,6,21,23,24 

Sistemas de celulas de mamiferos tem algumas limitagoes, 1,6,22 como: sistema de expressao transitorio; baixa densidade 
celular; baixo rendimento; baixa reprodutibilidade; alto custo do processo de produgao porque requerem meios de cultura 
complexos e condigoes de cultivo especificas e bem controladas; risco de infectividade por virus patogenicos; proteinas 
humanas com alta atividade podem ser toxicas para as celulas de mamiferos (ver Tabela 3.1). 

Uso de meios de cultura isentos de componentes derivados de animal e suplementados com hidrolisados de plantas ou 
meios quimicamente definidos sao os meios atualmente recomendados para produzir proteinas recombinantes em celulas de 
mamiferos. Tecnologias mais restritivas para melhorar a integragao do transgene no genoma das celulas, a selegao de clones e o 
uso de vetores mais fortes para aumentar a taxa de expressao, alem de modificagoes na formulagao do meio de cultura e 
condigoes de cultivo para aumentar a densidade celular, podem aumentar substancialmente o rendimento de produgao. 6,25 

As celulas de mamiferos, principalmente as CHO, sao utilizadas para produgao de varias proteinas glicosiladas humanas, 
como fatores de crescimento [p. ex., eritropoetina (EPO), fator de crescimento transformador-beta (TGF-(3)], hormonios [p. ex., 
hormonio luteinizante (LH), hormonio estimulador de foliculo (FSH), gonadotrofina corionica humana (hCG), hormonios 
esteroides], agentes fibrinoliticos (p. ex., tPA), fatores de coagulagao (p. ex., fator VIII) e, principalmente, mAb. 1,21,22 

Sistemas de expressao em animais transgenicos 

Os animais transgenicos (geneticamente modificados) sao utilizados para a produgao de proteinas recombinantes em leite, tiara 
de ovo, sangue, urina e plasma seminal. Ate o momento, leite e urina parecem ser as melhores fontes. Proteinas humanas podem 




ser produzidas no leite de femeas de camundongos e ratos, coelhas, cabras, porcas e vacas transgenicas. 1,6 

A expressao transgenica de protemas heterologas nao lacteas e geralmente menor que a das protemas produzidas no leite. 
Na maioria dos casos, a proteina e tao ativa quanto a proteina natural. A purificagao de protemas recombinantes a partir de leite 
e relativamente simples. A produgao no leite e mais custo-efetiva do que em cultura de celulas de mamiferos, chegando ao 
rendimento de 1 a 14 g IE de proteina heterologa por dia durante a lactacao. A urina de animais transgenicos e uma fonte 
interessante para produgao de protemas recombinantes porque a bexiga e usada como um biorreator e a produgao e constante, 
diferentemente do leite. 1 

Algumas dificuldades sao a construgao de vetores de expressao, expressao previsivel do transgene, potenciais efeitos 
deleterios das protemas recombinantes na fungao da glandula mamaria ou no corpo dos animais. Ha tambem o risco de 
contaminagao com virus e prions, que pode ser evitada por selegao cuidadosa dos animais, controles de seguranga veterinaria e 
tratamentos especificos, seguindo as diretrizes de boas praticas de produgao regulamentares. 6 

As limitagoes do uso de animais transgenicos para produgao de protemas recombinantes sao: tempo para atingir o nivel de 
produgao (3,5 meses em camundongos, 32 meses em vacas); alto custo de manutengao dos animais transgenicos; risco de 
imunogenicidade por causa das diferengas nas modificagoes pos-traducionais (c-carboxilagao, p-hidroxilagao; N- e O- 
glicosilagao, fosforilagao e sulfatagao), que podem ser especie e tecido-especificas. 1,6 Na Tabela 3.1, sao apresentadas algumas 
caracteristicas, limitagoes e exemplos do uso de animais transgenicos para a produgao de protemas recombinantes. 

Sistemas de expressao em plantas transgenicas 

Os sistemas de plantas transgenicas tem sido empregados na produgao de protemas eucarioticas porque produzem moleculas 
funcionais completamente dobradas com propriedades semelhantes as das protemas naturais. Alem disso, as plantas tem a 
maioria dos processos de modificagoes pos-traducionais exigidos para a atividade biologica otima das protemas. Os produtos de 
plantas transgenicas nao sao contaminados com patogenos animais, toxinas microbianas ou sequencias oncogenicas e tem baixa 
imunogenicidade. Essas caracteristicas possibilitam a aplicagao desses produtos para fins farmaceuticos. 6,26 

As plantas transgenicas podem ser produzidas de duas formas, por insergao do gene desejado em um virus que 
normalmente se encontra em plantas, tal como o virus do mosaico do tabaco na planta do tabaco; ou pela insergao do gene 
diretamente no DNA da planta. 1 

As plantas transgenicas tem vantagens, em relagao a outros sistemas de expressao de protemas recombinantes, como 
capacidade de modificagao pos-traducional (/V-glicosilagao); direcionamento da expressao; estabilidade da proteina em virtude 
do armazenamento em orgaos especificos da planta (compartimentalizagao); montagem de forma adequada de multiplas 
subunidades da proteina. Em comparagao com os sistemas de celulas de mamiferos e animais transgenicos, tem vantagens 
adicionais, tais como: maior rendimento; menor custo e tempo de produgao; baixo risco de contaminagao com virus e outros 
patogenos animais, porque os virus de plantas nao sao patogenicos para humanos; facilidades de armazenamento e distribuigao. 
O crescimento em escala agricola requer apenas agua, minerals e luz solar, ao contrario de cultura de celulas de mamifero, que e 
um processo extremamente delicado e oneroso. 1,27,28 Alem disso, a proteina produzida pode ser entregue por via oral pelo 
consumo de parte da planta na dieta, reduzindo assim o processamento da planta e o custo global de produgao. 29 

As limitagoes do sistema de plantas transgenicas incluem: incapacidade de sintetizar alguns tipos de agucares e incorporar 
acido sialico; risco de imunogenicidade por adigao de agucares nao humanos na proteina recombinante; dificuldade em garantir 
aspectos regulatorios e de biosseguranga de plantas geneticamente modificadas, em campos ou estufas; risco de contaminagao 
com pesticidas, herbicidas e metabolites toxicos de plantas; o alto custo de purificagao da proteina recombinante, que pode ser 
solucionado pelo direcionamento da sintese ao endosperma de semente, de onde as protemas podem ser facilmente extraidas. 1,6 

As principals vantagens e limitagoes de protemas recombinantes produzidas em plantas transgenicas estao indicadas na 
Tabela 3.1. As plantas transgenicas podem ser utilizadas para produgao de protemas com fins de pesquisa (caracterizagao 
qualitativa e quantitativa), diagnostico (antigenos e anticorpos), terapia (biofarmacos) e prevengao (vacinas) de doengas 
cronicas e infecciosas. Alguns exemplos de protemas expressas em plantas sao: albumina; avidina (imunoensaios); interferon 
(p. ex., IFN-a, IFN-(3); hormonios (p. ex., insulina, GH); fatores hemostaticos (p. ex., fator XIII, tPA); enzimas (p. ex., lactase, 
tripsina, (3-D-glucuronidase); antigenos [p. ex., virus da raiva, HIV-1, HBV, virus sincicial respiratorio (RSV) humano]; 
marcadores tumorais (p. ex., CA- 19-9 associado com cancer colorretal); mAb completes ou fragmentos (p. ex., antivirus da 
raiva, antiantraz, anticancer de colon, anticancer de mama, antilinfoma, IgA para protegao contra perda dentaria); e vacinas (p. 
ex., RSV humano, malaria, doenga de Alzheimer) foram expressos com sucesso em plantas transgenicas. 26,29,30 


Antigenos recombinantes 



A produgao de antfgenos naturais para fins diagnosticos, embora rapida, simples e de boa relagao custo-beneficio, tem algumas 
limitacoes, como a necessidade de grandes quantidades de material biologico, procedimentos de purificagao trabalhosos, baixo 
rendimento e, em alguns casos, baixa especificidade e sensibilidade. 

A tecnologia de proteinas recombinantes possibilita a produgao de antfgenos em grandes quantidades de forma rapida, 
menos trabalhosa e mais economica que os produtos naturais. Os produtos genicos gerados permitem aumentar a sensibilidade e 
a especificidade de imunoensaios, tornando-os mais adequados a fins diagnosticos. 

Varios sistemas de expressao podem ser empregados na producao de proteinas recombinantes para uso em imunoensaios. 
Os sistemas de expressao em E. coli possibilitam a produgao rapida e economica de varios tipos de proteinas heterologas, 
geralmente na forma de proteinas de fusao para ter maior taxa de tradugao, estabilidade, solubilidade e rendimento, alem de 
facilitar o processo de purificagao ou favorecer a secregao da protefna recombinante. As proteinas de fusao sao em geral 
empregadas como antfgenos, em imunoensaio enzimatico (ELISA, enzyme-linked immunoassay), Immunoblot, Western blot, 
imunocromatografia, imunoprecipitagao e outros imunoensaios. Tambem podem ser utilizadas para induzir a produgao de 
anticorpos poli ou monoclonais a serem utilizados em diversos tipos de imunoensaios. Entretanto, o seu uso e limitado em 
estudos de atividade biologica (p. ex., atividade enzimatica) ou na analise da estrutura tridimensional da protefna recombinante. 
A seguir, sao apresentadas algumas aplicagoes da tecnologia de proteinas recombinantes para produgao de antfgenos utilizados 
na pesquisa e no desenvolvimento de ensaios para o diagnostico laboratorial. 3 

■ Antfgenos recombinantes do virus da hepatite C 

A clonagem do genoma e analise da sequencia do virus da hepatite C (HCV) levaram ao desenvolvimento de testes 
imunologicos e moleculares para o diagnostico e o monitoramento da infecgao pelo HCV. Varios antfgenos recombinantes de 
HCV foram desenvolvidos para detecgao de anti-HCV. Tres geragoes de testes ELISA foram desenvolvidas com a finalidade de 
aumentar a sensibilidade e a especificidade. O de primeira geragao tinha o antfgeno recombinante cl00-3 (regiao nao estrutural 
4, NS4) em fusao com a superoxido dismutase. Os de segunda e terceira geragoes utilizam antfgenos multiplos (nuclear, NS3 e 
NS5) e exibem maior sensibilidade e especificidade, porem ainda tem taxa relativamente alta de falso-positivos entre as 
populagoes de baixo risco. Um antfgeno recombinante multiplo com quatro epftopos de HCV (C, NS3, NS4 e NS5) foi expresso 
em E. coli, purificado e marcado com biotina para o desenvolvimento de um teste de ELISA para detecgao de anti-HCV. O 
antfgeno multiplo apresentou boa sensibilidade (98,7%) e especificidade (100%), em amostras de pacientes com hepatite C 
cronica e de doadores de sangue. O desempenho analftico foi similar ao disponfvel no mercado (Ortho ELISA 3.0). 31,32 

Um teste imunocromatografico foi desenvolvido para detectar anticorpos antiprotefna nuclear do HCV, o qual tem 
sequencias de aminoacidos altamente conservadas entre diferentes isolados. O gene da protefna nuclear do VHC foi clonado no 
vetor de expressao pET42a e foi expresso em E. coli como protefna de fusao com GST, que auxilia no processo de purificagao 
da protefna recombinante por cromatografia de afinidade com glutationa. A reatividade da protefna nuclear foi testada contra 
soros positivos para VHC pelo teste imunocromatografico que se mostrou rapido, de facil execugao, altamente sensfvel e 
especffico para o diagnostico da hepatite C durante a fase precoce de soroconversao. 33 

Um ensaio de Western blot foi desenvolvido para detectar anticorpos anti-HCV genotipo especffico. A regiao do gene da 
protefna nuclear de isolados de HCV com genotipos la e 3a foi clonada no vetor pET19b e expressa no sistema E. coli B121, 
como protefna de fusao com poli-histidina na regiao N-terminal, para facilitar a purificagao por cromatografia de afinidade com 
nfquel. Os peptfdios recombinantes mostraram reatividade contra os anticorpos anti-HCV total e genotipo-especffico, avaliada 
por Western blot. 34 

Outro estudo avaliou a reatividade de uma multiprotefna contendo rcgioes da protefna nuclear e E2 do HCV genotipo 3a 
com a finalidade de aumentar a sensibilidade e a especificidade da detecgao do HCV. As rcgioes selecionadas foram clonadas 
no vetor pET28a e a orientagao das sequencias no vetor foi confirmada por sequenciamento de DNA. A protefna recombinante 
foi expressa em E. coli BL21e purificada por cromatografia de afinidade pelo nfquel. A reatividade da multiprotefna foi avaliada 
por Western blot, Immunoblot e ELISA, revelando alta sensibilidade (100%) e especificidade (98,8 a 100%) para amostras de 
soros positivos e negativos para HCV, alem de ser reativa para soros de pacientes com 30 diferentes genotipos de HCV. 31 

■ Antigenos do virus da dengue 

O diagnostico laboratorial da infecgao pelo virus da dengue e feito principalmente por tecnicas imunologicas que em geral 
utilizam extratos brutos de virus, os quais podem causar re agues cruzadas para outros flavivfrus. A expressao de proteinas 
recombinantes baseada em epftopos restritos pode minimizar esse tipo de problema. 36 

A expressao da protefna do envelope (Env) do virus da dengue de tipo 1 em sistema E. coli foi explorada para melhorar o 



rendimento da produgao do antigeno e avaliar a reatividade e a funcionalidade biologica. O gene da Env foi clonado no vetor de 
expressao pDS20 para gerar uma protema de fusao com cauda de poli-histidina. A protema recombinante foi expressa em E. 
coli DE3, na forma de corpos de inclusao, e foi purificada por cromatografia de afinidade contendo niquel apos o refolding. A 
cauda poli-histidina da protema foi reconhecida pelo mAb anti-His6 utilizando Western blot e sua funcionalidade biologica foi 
confirmada por ensaio de ligagao com heparana sulfato por teste de ELISA. A protema recombinante Env tambem mostrou 
capacidade de bloquear a ligagao do virus da dengue tipo 1 a celulas da linhagem BHK in vitro. Os anticorpos policlonais de 
camundongos imunizados com a protema Env foram capazes de reconhece-la, estabelecendo assim a imunogenicidade da 
protema. Dessa forma, a protema recombinante Env do virus da dengue tem potencial aplicagao para o diagnostico e para o 
desenvolvimento de vacinas. ' 7 

Um tetrapeptidio da protema E do virus da dengue foi expresso em cloroplastos de alface transgenica para alcangar a 
produgao eficiente de antfgeno estavel e testar a reatividade visando a diminuir as reagoes cruzadas com outros flavivirus. A 
protema recombinante apresentou sensibilidade de 71,7% e especificidade de 100% e nao apresentou reagao cruzada com soros 
de pacientes com febre amarela, ou indivfduos saudaveis ou vacinados contra a febre amarela. Dessa forma, o sistema de 
expressao em plantas transgenicas pode se constituir em uma estrategia alternativa para a produgao em grande escala de 
antigenos recombinantes do virus da dengue uteis para o diagnostico laboratorial. 36 

■ Antigenos recombinantes de Mycobacterium tuberculosis 

A identificagao e a produgao de antigenos recombinantes uteis no desenvolvimento de imunoensaios e vacinas mais especificos 
para o diagnostico da tuberculose foi possivel com a disponibilidade da sequencia completa do genoma de Mycobacterium 
tuberculosis .' s 

Antigenos recombinantes de M. tuberculosis podem ser produzidos por diferentes sistemas de expressao em hospedeiros 
heterologos, como a E. coli. Alta taxa de expressao de proteinas de M. tuberculosis pode ser obtida pelo uso de vetores de 
proteinas de fusao, como a GST, protema ligante de maltose ou cauda de poli-histidina que favorecem a etapa de purificagao da 
protema recombinante por cromatografia de afinidade (resinas de glutationa-sefarose e Ni-NTA-agarose). As proteinas 
recombinantes assim produzidas apresentam reatividade especifica contra anticorpos do soro de pacientes com tuberculose por 
Western blot. i9,A0 

Os genes de tres principals proteinas antigenicas de M. tuberculosis (Rv3874, Rv3875, Rv3619 c) foram clonados 
utilizando o vetor de expressao pGEs-TH-1 para alta taxa de expressao em E. coli, na forma de protema de fusao com GST. As 
proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade apos a clivagem da porgao GST pela trombina. A imunogenicidade 
das proteinas recombinantes foi confirmada em coelhos em testes de ELISA, revelando a importancia do sistema de expressao 
E. coli e do vetor pGEs-TH-1 para produgao de antigenos recombinantes uteis para a caracterizagao imunologica e para o 
diagnostico laboratorial da tuberculose. 40 

■ Antigenos recombinantes de Treponema pallidum 

Os testes imunologicos utilizados no diagnostico laboratorial da sifilis empregam antigenos de Treponema pallidum obtidos por 
propagagao da bacteria em coelhos. Esses testes apresentam baixa especificidade porque o processo de purificagao dos 
complexos antigenos treponemicos, alem de trabalhoso, nao elimina completamente os componentes teciduais do hospedeiro. 

Com a finalidade de desenvolver um teste imunologico mais sensivel e especifico para o diagnostico sorologico da sifilis, o 
grupo de pesquisa dos autores produziu e avaliou tres antigenos recombinantes de T. pallidum. 11 Os antigenos foram expressos 
em£ coli como proteinas de fusao com GST e foram analisados pela tecnica de Western blot. A expressao da protema GST- 
rTP17 em celulas de E. coli DH5a, ate 4 h apos a indugao com IPTG, pode ser observada na Figura 3.3. Todas as amostras de 
pacientes com sifilis apresentaram forte reatividade com o antigeno GST-rTP17, enquanto algumas amostras foram negativas ou 
tiveram reagao fraca com os antigenos GST-r TP15 e/ou GST-rTP47. Nenhuma amostra de doadores de sangue sadios ou 
indivfduos com outras doengas sexualmente transmissiveis foi positiva (Figura 3.4). A especificidade verificada na avaliagao 
desses antigenos indica que sao uteis no diagnostico laboratorial da sifilis. 

Os antigenos recombinantes rTP15, rTP17 e rTP47 (em fusao com GST) foram aplicados em membranas de Immunoblot e 
avaliados com amostras de soro de pacientes com diagnostico clfnico e laboratorial da sifilis, doadores de sangue sadios, 
individuos com doengas sexualmente transmissiveis, e pacientes com leptospirose e doenga de Lyme 42 (Figura 3.5). O ensaio 
teve a sensibilidade de 95,1% e especificidade de 94,7%; uma reatividade mais forte foi observada com fragao rTpl7, como 
observado no estudo anterior. Os resultados mostraram que a imunorreatividade de proteinas recombinantes de T. pallidum por 
metodo de Immunoblot e adequada para usar em ensaios de diagnostico para a sifilis. 


■ Antigenos recombinantes de Toxoplasma gondii 

A toxoplasmose e causada pelo protozoario Toxoplasma gondii , e sua forma grave pode ocorrer na infecgao congenita ou de 
individuos imunocomprometidos. A toxoplasmose e diagnosticada por testes imunologicos que utilizam geralmente antigenos 
de Toxoplasma lisado (TLA), cuja obtengao e demorada e laboriosa. Os antigenos recombinantes de T. gondii tem sido 
considerados como fonte alternativa para o diagnostico imunologico da toxoplasmose porque: os antigenos recombinantes sao 
mais homogeneos que os naturais; varios antigenos podem ser utilizados no teste imunologico; o processo de obtengao de 
antigenos e mais seguro, rapido e menos laborioso que o dos TLA; antigenos recombinantes especificos permitem diferenciar a 
fase aguda da fase cronica da doenga; o teste imunologico tem maior reprodutibilidade com antigenos recombinantes que com 
TLA. 43 

Varias dezenas de genes que codificam proteinas do T. gondii foram clonadas em sistemas de expressao de bacterias e 
eucariotos. Antigenos recombinantes de T. gondii foram produzidos em E. coli para testes diagnosticos do tipo IgM e IgG por 
ELISA principalmente, mas tambem por Western blot e Immunoblot, utilizando antigenos isolados, em combinagao ou 
antigenos quimericos. A maioria das proteinas recombinantes sao proteinas de fusao com GST e cauda poli-histidina. No 
entanto, os antigenos recombinantes produzidos em E. coli frequentemente perdem seu valor antigenico em virtude do 
dobramento incorreto. Alem disso, pode ocorrer contaminagao do antigeno recombinante de T. gondii durante o processo de 
purificagao com proteinas de E. coli , o que pode gerar re agues cruzadas com soro humano e afetar a sensibilidade e a 
especificidade do teste diagnostico. Uma solugao para esse problema e a produgao dos antigenos recombinantes em sistemas de 
expressao de eucariotos com mecanismos pos-traducionais mais complexos e o dobramento correto da proteina, que possibilita 
gerar proteinas recombinantes com conformagao quase identica a das proteinas naturais. Alem disso, essas proteinas nao contem 
contaminantes derivados das celulas bacterianas e, portanto, nao dao reagoes cruzadas com soros humanos. O sistema de 
expressao de P. pastoris, em particular, tem sido utilizado com sucesso na produgao de varios antigenos recombinantes de T. 
gondii. 4 ' 

■ Antigenos recombinantes de Trypanosoma cruzi 

O diagnostico da doenga de Chagas e realizado principalmente por testes imunologicos que utilizam antigenos naturais de 
Trypanosoma cruzi purificados. Embora esses imunoensaios apresentem boa reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade, a 
produgao em larga escala e limitada pelo alto custo nos processos de produgao de parasitas e purificagao de antigenos. 44 

O desenvolvimento de diversos sistemas de expressao bacterianos e eucarioticos tem possibilitado a produgao de antigenos 
recombinantes de T. cruzi em grandes quantidades e com alto grau de pureza. Varios dos genes de T. cruzi foram clonados pela 
triagem de bibliotecas genomicas e de expressao de cDNA utilizando soro de pacientes chagasicos ou de animais infectados 
com T. cruzi. Essas bibliotecas foram construidas em vetores de fagos usando fragmentos randomicamente gerados a partir de 
DNA genomico ou moleculas de cDNA de mRNA transcritos de formas epimastigotas e tripomastigotas. As analises das 
sequencias de DNA mostrou que varios dos genes clonados apresentam sequencias repetidas similares entre si, indicando que os 
dominios repetitivos dos antigenos sao altamente conservados. A alta frequencia desses dominios, observada entre diferentes 
antigenos (FRA, Agl, JL7, H49 e outros), correlacionou-se com a alta concentragao de anticorpos especificos e de alta 
afinidade no soro de pacientes infectados. Imunoensaios do tipo ELISA, radioimunoensaio e Immunoblot foram desenvolvidos 
utilizando varios antigenos recombinantes e peptidios sinteticos de T. cruzi. Estudos multicentricos mostraram a relevancia 
desses testes no diagnostico sorologico da doenga de Chagas em estudos realizados em paises das Americas do Sul e Central. A 
combinagao de antigenos recombinantes multiplos aumentou significativamente a sensibilidade e a especificidade dos 
imunoensaios utilizados no diagnostico sorologico da infecgao pelo T. cruzi. 44 
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Figura 3.4 Teste de Western blot com antigenos recombinantes de T. pallidum expressos em E. coli. Linha 1: anti-GST; linhas 2 a 6: 
soro de pacientes com sffilis; linhas 7 a 12: soro de doadores de sangue sadios; linhas 13 a 15: indivfduos com outras doengas 
sexualmente transmissiveis. Fonte: Sato et al., 1999. 41 
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Figura 3.5 Teste de Immunoblot com antigenos recombinantes de T. pallidum expressos em E. coli. Linha 1: anti-GST; linhas 2 a 1 1 : 
soro de pacientes com sffilis; linhas 12 a 16: soro de doadores de sangue sadios; linhas 17 a 19: soro de indivfduos com outras 
doengas sexualmente transmissiveis; linhas 20 a 22: soro de pacientes com leptospirose; linhas 23 a 27: soro de pacientes com 
doenga de Lyme. Fonte: Sato et al., 2004. 42 

Os testes de diagnostico que utilizam antigenos recombinantes de T. cruzi, na forma monomerica ou dimerica de 
sequencias altamente repetitivas, tem mostrado melhor especificidade que os ensaios convencionais com extratos brutos do 
parasita, mas em alguns casos a sensibilidade e limitada. Foram produzidos genes sinteticos estaveis para quatro antigenos de 7. 
cruzi - B13, CRA, TcD, TcE cada um contendo entre tres e nove repetigoes de aminoacidos identicos. Esses genes foram 
combinados por ligagao com sequencias que codificam peptfdios curtos ricos em prolina, e clonados no vetor pQE-30, dando 
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origem a uma protefna de fusao 24 kDa com cauda de poli-histidina que foi purificada por cromatografia de afinidade com 
nfquel. O antfgeno multipeptfdico TcBCDE apresentou alta sensibilidade e especificidade analftica por ensaio de Immunoblot. O 
antfgeno multipeptfdico de T. cruzi foi incorporado em um imunoensaio tipo ELISA, que foi validado utilizando um grande 
numero de soros de pacientes bem caracterizados da Bolivia e do Brasil, e revelou excelente desempenho diagnostico. 45 

Testes diagnosticos de ELISA contendo a protefna recombinante JL7 ou varios peptfdios (P013, R13, JL18, JL19, e P0(3) 
de T. cruzi foram comparados com ensaio contendo lisado do parasita, utilizando soros de pacientes chagasicos brasileiros e 
indivfduos nao chagasicos. A protefna recombinante JL7 e os lisados do parasita apresentaram os valores mais altos de 
desempenho analftico, enquanto o peptfdio P013 apresentou alta especificidade, mas baixa sensibilidade, e os outros peptfdios 
tiveram menor sensibilidade e especificidade. Os anticorpos anti-JL7 foram detectados principalmente no soro de pacientes com 
cardiomiopatia chagasica grave, em comparagao com os da forma indeterminada, enquanto peptfdios falharam em discriminar 
entre as formas clfnicas da doenca. 46 

■ Antigenos recombinantes de Taenia solium 

O diagnostico imunologico da cisticercose cerebral, doenca causada pela forma cfstica da Taenia solium, pode ser realizado por 
dois imunoensaios, o ELISA e o enzyme-linked immunotransfer blot (EITB). O EITB tem maior sensibilidade e especificidade 
que o ELISA no diagnostico de pacientes com lesoes cerebrais cfsticas. Ambos os metodos empregam, como fonte de antfgeno, 
extratos brutos ou purificados de cisticercos obtidos de musculo de porcos. Em razao da dificuldade de obter antigenos naturais 
de cisticerco de T. solium, foram produzidos varios tipos de antigenos recombinantes em sistemas de bacterias e celulas de 
insetos, alem de peptfdios sinteticos, para o imunodiagnostico da cisticercose. 47 

A sensibilidade e a especificidade dos testes de ELISA para o imunodiagnostico da cisticercose foram significativamente 
aumentadas pelo uso de antigenos recombinantes de T. solium (estagio larval). Para essa finalidade, dois antigenos distintos 
(NC-3 e NC-9) foram isolados de uma biblioteca de expressao de cDNA do estagio larval de T. solium por triagem imunologica 
com soros obtidos de pacientes com neurocisticercose. Ambos os antigenos foram expressos como protefnas de fusao com GST, 
purificados e testados em um ensaio de ELISA para o diagnostico sorologico da cisticercose humana. A sensibilidade do ensaio 
ELISA com antfgeno NC-3 foi comparavel com o do teste padrao EITB. 48 

Um estudo desenvolveu um imunoensaio tipo ELISA contendo glipoprotefnas (LLGP) recombinantes de cisticerco de T. 
solium (rGP50 e rT24 H), expressas em sistema de celulas de inseto/baculovfrus, e um peptfdio sintetico (sTsl8varl). A 
reatividade do ensaio foi avaliada utilizando amostras de soro de indivfduos com cisticercose, com outras parasitoses e sem 
doengas relatadas. Os antigenos rGP50 e rT24 H e o peptfdio sTsl8varl apresentaram alta sensibilidade (93,5 a 99,2%) e 
especificidade (89,8 a 98,6%) para a detecgao de casos com multiplos cistos viaveis. 0 teste com rT24 H apresentou melhores 
resultados com sensibilidade e especificidade similares as do LLPG EITB. 0 teste de ELISA mostrou-se simples, rapido e 
especffico para detecgao de anticorpos contra antigenos de cisticerco de T. solium. 49 

Outro estudo testou tres antigenos recombinantes e peptfdios sinteticos da LLGP, individualmente e em combinagoes 
diferentes, pelo imunoensaio EITB, utilizando amostras de soro de indivfduos com e sem neurocisticercose. O ensaio EITB- 
recLLPG teve sensibilidade e especificidade de 99% para o diagnostico de neurocisticercose, em diferentes amostras 
populacionais. As caracterfsticas de desempenho analftico e diagnostico do EITB-recLLPG foram comparaveis com as do EITB 
com antfgeno natural. Alem disso, o EITB recombinante tem potencial de ser utilizado na rotina laboratorial por ter produgao 
menos laboriosa e mais sustentavel que o metodo original. 50 

Anticorpos recombinantes 

A produgao de anticorpos recombinantes tem aplicagao na pesquisa cientffica, no diagnostico laboratorial e no tratamento de 
diversas doengas. 51 ’ 52 Os anticorpos recombinantes sao utilizados em muitos imunoensaios, tais como ELISA, Immunoblot, 
Western blot, imuno-histoqufmica, citometria de fluxo e outros. Alem disso, a area emergente de pesquisa proteomica tem uma 
grande necessidade de ligantes contra diferentes antigenos e variantes proteicos. No diagnostico laboratorial, os anticorpos 
recombinantes permitem a detecgao de diferentes agentes patogenicos, toxinas, hormonios, marcadores tumorais e outras 
substancias, em diferentes tipos de amostras biologicas, alem de aplicagoes terapeuticas, tendo como alvo principalmente 
doengas inflamatorias e tumorais. 5 ' 

As tecnologias de anticorpos recombinantes possibilitaram o aumento da produgao de anticorpos para diferentes aplicagoes 
e, por conseguinte, tambem a necessidade de sistemas de produgao eficientes. As imunoglobulinas (Ig) sao moleculas 
complexas com duas cadeias pesadas e duas leves que estao ligadas por ligagoes dissulffdricas. As Ig tem um domfnio do 
fragmento constante (Fc) e um domfnio de ligagao ao antfgeno, compreendendo o Fv e o fragmento da regiao de ligagao ao 



anticorpo (Fab). Dessa forma, suas propriedades estruturais requerem um sistema com processo pos-traducional complexo, 
caracteristicas que nao estao disponfveis em alguns sistemas de expressao e dificultam a produgao eficiente de IgG. 51,53 

Os mAb e fragmentos de anticorpos representam os produtos biotecnologicos mais importantes atualmente, com aplicagoes 
na terapia e no diagnostico laboratorial. Como os anticorpos completos sao glicosilados, celulas de mamfferos, que permitem N- 
glicosilagao semelhante a humana, sao o sistema de expressao mais utilizado atualmente na produgao de mAb. No entanto, as 
celulas de mamfferos tem varios inconvenientes quando se trata de bioprocessamento e escalonamento {scale-up), resultando 
em tempos de processamento longos e de custo elevado. Por outro lado, os fragmentos de anticorpos recombinantes, que nao 
sao glicosilados mas ainda exibem propriedades de ligagao ao antfgeno, podem ser produzidos em bacterias que sao faceis de 
manipular e cultivar. 53,54 

Os fragmentos de anticorpos recombinantes, por exemplo, fragmentos de anticorpos monovalentes (Fab, scFv) e variantes 
modificadas {diabodies, tretrabodies, minibodies e anticorpos de domfnio linico VH e VL; Figura 3.6), conservam a 
especificidade de direcionamento de mAb inteiros, mas podem ter produgao mais economica e ter outras propriedades unicas e 
superiores para uma variedade de aplicagoes diagnosticas e terapeuticas. Sao empregados na produgao de inumeros reagentes 
para o diagnostico laboratorial ou por imagem (p. ex., radionuclfdeos, toxinas, enzimas, lipossomas, virus) e para a pesquisa 
cientffica (p. ex., analise proteomica para descoberta de novos biomarcadores), e na produgao de biofarmacos. 51,52,55 

Os fragmentos anticorpos de cadeia simples recombinantes proporcionam uma estrategia emergente no desenvolvimento 
de novos reagentes de diagnostico, como os imunossensores. Em particular, o fragmento scFv pode ser clonado e expresso em 
sistemas bacterianos que possibilitam introdugao de grupos ligantes no construto para permitir a imobilizagao e o acoplamento 
do scFv com nanopartfculas. Por exemplo, a introdugao de um resfduo de cistefna no terminal C em um construto scFv permite 
a ligagao covalente a superffcie de um sensor revestido com ouro para detecgao de antfgenos. Um sistema de detecgao com 
medigoes simultaneas revelou a ligagao do scFv recombinante ao antfgeno especffico que foi proporcional a concentragao de 
antfgeno. 52 



■ Anticorpos recombinantes em E. coli 

Os sistemas bacterianos nao sao capazes de produzir anticorpos glicosilados inteiros, mas sao uteis para a produgao de 
fragmentos de anticorpos. Anticorpos completos podem ser expressos em leveduras, mas contem alto teor de manose e tem 
fungao efetora, como a lise mediada por complemento, defeituosa. Os anticorpos produzidos por sistema de celulas de 
insetos/baculovfrus ou por plantas transgenicas contem estruturas de carboidratos diferentes das produzidas por celulas de 
mamfferos. 51 A maioria dos anticorpos terapeuticos sao produzidos em celulas de mamfferos para reduzir a imunogenicidade 
induzida pelo padrao de glicosilagao diferenciado de outros sistemas. Entretanto, os avangos na tecnologia de organismos 
geneticamente modificados (OGM) tem permitido a produgao de anticorpos recombinantes com padrao de glicosilagao similar 
ao humano, em celulas de leveduras, celulas de inseto e plantas transgenicas. 53 

0 sistema E. coli e o sistema de produgao mais importante para protefnas recombinantes com alto rendimento e produgao 
extracelular. Para a produgao de fragmentos de anticorpos funcionais, e preciso que ambas as cadeias da regiao variavel sejam 
secretadas no compartimento periplasmico da E. coli, no qual o ambiente oxidativo permite a formagao correta de ligagoes 
dissulffdricas e a montagem do fragmento Fv funcional. A coexpressao com isomerases auxiliam no dobramento eficiente dos 
fragmentos de anticorpos produzidos. Ajustes nas condigoes de cultivo e densidade celular tambem podem ser feitos para obter 
alto rendimento dos fragmentos de anticorpos funcionais. 51,52,54 


■ Anticorpos recombinantes em P. pastoris 

As leveduras tem capacidade de realizar modificagoes pos-traducionais e dobramentos avangados e tem aparelho secretorio que 



aumentam a produgao de anticorpos, incluindo a capacidade de secretar Ig inteiras. Tem capacidade de crescimento rapido, 
flexibilidade genetica, necessidade de meios de cultura mais simples e sao amplamente utilizadas no processo de fcrmcntagao 
de aliment os. 54 

A P. pastoris e a principal levedura utilizada para a produgao de anticorpos recombinantes porque tem capacidade global 
otima para produzir e secretar proteinas heterologas sem secretar grande quantidade de suas proprias proteinas, o que simplifica 
o processamento posterior; consome o metanol como unica fonte de carbono, utiliza o crescimento respiratorio que resulta em 
alta densidade celular e tem alto rendimento de producao (ate 8 gif' de scFv funcional, em condigoes otimizadas). 51 

A integragao do gene do anticorpo no genoma de P. pastoris e imprescindivel para garantir a reprodutibilidade e a 
estabilidade do sistema de expressao. No entanto, a P. pastoris tem um grau substancial de recombinagao nao homologa, o que 
foi solucionado pela inativagao dessa via em uma cepa geneticamente modificada. Outro aspecto e que a P. pastoris prefere o 
metabolismo respiratorio em detrimento do fermentativo, que permite a cultura em densidades celulares muito elevadas (p. ex., 
160 g peso seco por celula) sem o risco de acumulo de etanol. 53 - 54 

A produgao de anticorpos completos e possivel em leveduras porque tem capacidade de modificagoes pos-traducionais 
complexas, entretanto, o padrao de A-glicosilagao e diferente do humano. A glicoengenharia de P. pastoris foi intensivamente 
estudada com a finalidade de humanizar o mecanismo de glicosilagao em P. pastoris, que alcangou sucesso com a produgao de 
uma IgG com estrutura similar a humana e com alto rendimento. A IgG produzida pela cepa de P. pastoris modificada 
apresentou desempenho similar ao do mAb produzido por celulas de mamifero, em um estudo pre-clinico. 54 

A P. pastoris e tambem considerada um sistema bem estabelecido para a produgao de fragmentos de anticorpo. Dois 
fragmentos de anticorpos recombinantes terapeuticos sao comercializados: Nanobody ALX0061, um antirreceptor da IL-6 
recombinante utilizado para o tratamento da artrite reumatoide; e Nanobody 1 ALX00171, um fragmento de anticorpo 
recombinante utilizado no tratamento da infecgao pelo RS V. 

■ Anticorpos recombinantes em celulas de inseto 

As celulas de inseto representam um sistema de expressao eucariotico muito versatil porque podem ser eficientemente 
transfectadas com virus especfficos de insetos como o baculovfrus, considerado seguro para humanos, mamfferos e plantas. A 
flexibilidade do envelope viral permite o empacotamento/montagem de sequencias de genes heterologos grandes (mais de 20 
kb), e o forte promotor poliedrina possibilita a expressao de ate 50% do total de proteinas das celulas de inseto. Tem padrao de 
glicosilagao diferente das celulas de mamiferos, mas modificagoes foram introduzidas para obter padroes de glicosilagao 
comparavel. Modificagoes no padrao de glicosilagao permitem gerar anticorpos com estrutura e conformagao similares as de 
celulas de mamiferos, e a coexpressao com isomerases e chaperoninas possibilitam a produgao de Ig ativas com alto 
rendimento. A IgG produzida por sistema de celulas de inseto/baculovirus mostrou ter atividade funcional como a de ligagao ao 
complemento. O anticorpo anti-rhesus D produzido em celulas de inseto da linhagem Sf-9 mediou a lise de eritrocitos no ensaio 
de citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC). 51 

■ Anticorpos recombinantes em celulas de mamiferos 

As celulas de mamiferos sao utilizadas na produgao de mais de 70% das proteinas recombinantes para uso farmaceutico, 
incluindo 95% dos anticorpos terapeuticos aprovados para comercializagao, apesar do manejo dificil e do custo de produgao 
relativamente alto. Adicionalmente, os processos de pos-tradugao, dobramento e secregao avangados sao capazes de produzir 
anticorpos indistinguiveis daqueles do corpo humano com menor efeito imunogenico. Alem disso, sao altamente eficientes para 
a secregao de Ig grandes, complexas e de alta qualidade, o que diminui esforgos e custos nas etapas de processamento. A 
utilizagao de meios de cultura suplementados sem a necessidade de adigao de componentes do soro animal, seguindo as boas 
praticas de fabricagao, eliminou o risco de contaminagao por patogenos e prions. A produgao de IgG por celulas CHO chega a 
12 g/f com o avango do processo de cultivo e produgao industrial (otimizagao de meio de cultura, taxa de expressao e densidade 
celular). 51 

Os sistemas de expressao em linhagens de celulas de mieloma tem sido utilizados para produgao de diferentes anticorpos 
recombinantes uteis como produtos diagnosticos e principalmente terapeuticos. O uso das celulas de mieloma para a produgao 
de anticorpos recombinantes e vantajoso porque sao celulas secretoras de Ig e sao capazes de realizar modificagoes pos- 
traducionais adequadas, que sao importantes para a fungao dos anticorpos. 56 Avangos nas tecnicas de engenharia genetica e de 
biologia molecular tornaram possivel isolar, clonar e expressar regioes variaveis de Ig humanas e de camundongos de quase 
qualquer especificidade desejavel. Celulas de mieloma podem ser transfectadas com um vetor de expressao que contem os 
genes da Ig e da GS e sao cultivadas em meio isento de glutamina. A amplificagao do numero de copias do vetor e induzida por 


um inibidor de GS especffico, metionina sulfoximina. Anticorpos e variantes de anticorpos produzidos em celulas de mieloma 
sao muito uteis para elucidar os resfduos de aminoacidos e as sequencias estruturais que contribuem para a funpao de 
anticorpos. Alem disso, imunoligantes que resultam da fusao de anticorpos com sequencias nao imunoglobulinicas, assim como 
a IgA secretoria, foram produzidos em celulas de mieloma. 56 

■ Anticorpos recombinantes em animais transgenicos 

A expressao de anticorpos humanos em animais transgenicos tem aumentado. Por um lado, a humanizapao de 30110017303 para 
terapia de derivados de tecnologia de hibridoma e ainda laboriosa e demorada e requer a gerapao e a caracterizapao de um 
conjunto de diferentes versoes humanizadas dos anticorpos. Por outro lado, os anticorpos derivados de camundongos ou ratos 
podem desencadear a resposta imune em humanos. 51 

Anticorpos monoclonais e policlonais humanos podem ser produzidos no leite de camundongos femeas e cabras, e ate em 
ovos de galinhas transgenicos. A primeira fase da gerapao de anticorpos humanos em animais pela imunizapao foi a 
transferencia de um minilocus humano contendo sequencia de Ig desarranjada, variavel, diversificada e com elementos de 
junpao ligados a uma cadeia p humana em camundongo. Nessa construpao, 4% dos linfocitos B expressaram anticorpos 
humanos. A imunizapao de animais de maior porte contendo loci cromossomicos de Ig humana tornou possfvel produzir maior 
quantidade de anticorpos. Um exemplo foi a construpao de gado transgenico portador de loci de cadeia pesada de Ig humana e 
cadeia leve kappa para imunizapao contra o antigeno de antraz. A mistura de anticorpos policlonais resultantes consistiu em Ig 
inteiramente humanas e quimericas que mostraram alta atividade e protepao em modelos de camundongo in vivo. Gado e 
coelhos foram usados para expressao de um scFv biespecffico dirigido ao proteoglicano associado com melanoma e molecula 
CD28 humana em celulas T. 0 uso de diferentes animais para gerapao de anticorpos policlonais humanos requer que o locus 
genico da Ig seja bloqueado no animal transgenico. 51 

■ Anticorpos recombinantes em plantas transgenicas 

Os sistemas de plantas transgenicas sao capazes de produzir anticorpos recombinantes com propriedades muito semelhantes as 
de IgG originais em larga escala a baixo custo. 0 escalonamento ( scale-up ) desse sistema de produpao pode ser alcanpado de 
forma mais facil que o de sistema de celulas de mamfferos, no qual o escalonamento do processo de fermentapao leva ao 
aumento no custo de produpao. Hipoteticamente, o custo da produpao de uma IgA expressa em plantas e de ate 10% comparado 
com o de celulas de hibridoma. Apesar da facilidade de cultivo e do alto rendimento de produpao de anticorpos recombinantes, 
o padrao de glicosilapao difere do sistema de mamfferos. Essa limitapao tem sido superada por modificapoes nas plantas 
transgenicas que possibilitam a coexpressao de genes de mamfferos que promovem um padrao de glicosilapao similar ao 
humano. Tambem foram produzidos anticorpos nao glicosilados para testar a protepao contra a inalapao de esporos de antraz em 
nao primatas e a atividade antitumoral em camundongos. 51 

A maioria dos anticorpos produzidos em plantas {plantibodies) e expressa na planta do tabaco, mas ha outros sistemas de 
produpao, como arroz, lentilha, milho, alfafa, alface e semente de arabidopsis ( Arabidopsis thaliana). Anticorpos produzidos 
por ervilhas, arroz e trigo mostraram-se liteis no imunodiagnostico e na analise de imagem de neoplasias humanas. 57 Anticorpos 
neutralizantes de HIV-1 produzidos no endosperma do milho e nas folhas de tabaco apresentaram propriedades neutralizantes 
similares aos produzidos em celulas CHO ou HEK-293. 51,58 Dois anticorpos derivados de plantas foram testados em ensaios 
clfnicos para fins terapeuticos, um produzido na planta do tabaco que se liga a antfgenos estreptococicos I/II de Streptococcus 
mutans , o principal agente causador da perda de dente por infecpao bacteriana, e o outro contra linfoma nao Hodgkin. 51 

Fatores que afetam a produgao de proteinas recombinantes 

Uma vez estabelecido o sistema de expressao/hospedeiro adequado a produpao da protefna recombinante, sao necessarios 
procedimentos para avaliapao (purificapao, caracterizapao, atividade biologica, eficacia e seguranpa) e controle de qualidade. 
Esses procedimentos tambem sao importantes no processo de produpao em larga escala da protefna recombinante para uso 
diagnostico ou terapeutico. No processo de purificapao, todas as proteinas contaminantes devem ser removidas para prevenir 
resposta imunologica cruzada a proteinas da celula hospedeira ou do meio de cultura. Isso geralmente requer procedimentos de 
purificapao complexos e dispendiosos. A toxicidade inespecffica da protefna deve ser avaliada em uma variedade de animais de 
experimentapao e finalmente em voluntaries humanos. 

A caracterizapao ffsico-qufmica da protefna deve ser bem estabelecida e sua atividade biologica, comparada com a da 
protefna natural. Para os produtos terapeuticos e vacinas, a estabilidade, a farmacologia, a distribuipao tecidual, a excrepao e a 
biodisponibilidade da protefna recombinante devem ser determinadas. Alem disso, cada lote de material deve ser submetido a 



rigorosos procedimentos de controle de qualidade para assegurar que a atividade especifica de cada lote e reprodutivel. Isso e 
particularmente importante quando o produto biotecnologico e utilizado para fins terapeuticos. Uma vez que todos os 
procedimentos de avaliagao e de controle de qualidade sejam realizados, a protema recombinante pode ser testada em ensaios 
clinicos. Isso requer aprovacao de autoridades de licenciamento regulatorio e de comites de etica. 

Uma abordagem flexfvel do controle de qualidade das proteinas recombinantes tem sido adotada pelas autoridades 
regulatorias. Um fator importante e avaliacao da qualidade dos reagentes usados na produgao, incluindo componentes do meio 
de fermentagao, de forma a minimizar o risco de transmitir agentes causadores da encefalopatia espongiforme pelos produtos 
terapeuticos. 59 

■ Controle do processo de produgao 

A caracterizagao do produto final e essencial, entretanto o controle do processo de produgao e purificagao deve ser bem 
estabelecido para os produtos recombinantes. Varios fatores podem comprometer a consistencia, a seguranga e a eficacia desses 
produtos 59 , alguns dos quais sao apresentados na Tabela 3.2. 

Os sistemas biologicos estao sujeitos a mutagoes geneticas, e a selegao dos genes heterologos inseridos nas celulas 
hospedeiras pode exibir aumento de instabilidade genetica. Portanto, procedimentos de avaliagao da qualidade e da estabilidade 
clonal sao necessarios para verificar se a sequencia correta do gene inserido no vetor e replicada e mantida na celula hospedeira 
durante a produgao. 23,60 

Os produtos expressos em hospedeiros heterologos podem desviar-se estrutural, biologica ou imunologicamente de seus 
similares naturais. Tais alteragoes podem surgir ao nfvel pos-traducional ou durante a produgao ou a purificagao e podem levar a 
efeitos clinicos indesejaveis. Procedimentos de controle de qualidade apropriados devem ser utilizados para avaliar 
modificagoes estruturais e funcionais das proteinas produzidas. 

A escolha do processo de produgao influencia a natureza, o numero e a quantidade de impurezas potenciais presentes no 
produto final, e o processo de remogao dessas impurezas. Exemplos disso sao as endotoxinas contaminantes de produtos 
expressos em celulas bacterianas e o DNA contaminante de produtos expressos em celulas de mamiferos. 

A variabilidade no processo de cultivo durante a produgao pode levar a mudangas que favorecem a expressao de outros 
genes no sistema vetor/hospedeiro ou que causam alteragao da protema recombinante. Essa variagao pode afetar o rendimento e 
as caracteristicas da protema produzida (p. ex., grau de glicosilagao) e/ou introduzir diferengas qualitativas e quantitativas nas 
impurezas presentes. Consequentemente, sao necessarios procedimentos de controle de qualidade para assegurar consistencia de 
condigoes de produgao. 60 

O processo de escalonamento ( scale-up ) da produgao, ao nivel de fermentagao e/ou purificagao, e necessario para a 
transferencia da escala laboratorial para a produgao em larga escala, em biorreatores. Esse processo pode afetar a qualidade da 
protema recombinante, incluindo efeitos na estrutura conformacional, no rendimento e/ou em diferengas qualitativas e 
quantitativas nas impurezas. Portanto, sao necessarios procedimentos de controle durante o processo de produgao em escala 
ampliada para verificar a equivalencia.5 


Tabela 3.2 Fatores que afetam a qualidade de produgao das proteinas recombinantes 

Fatores 

Procedimentos de avaliagao 

Instabilidade genetica 

Estudos geneticos moleculares 

Modificagoes estruturais e funcionais 

Procedimentos de controle de qualidade 

Escolha do processo de produgao 

Numero e quantidade de impurezas 

Variabilidade no processo de cultivo 

Rendimento e caracteristicas da protema e impurezas 

Produgao em escala ampliada 

Conformagao e rendimento da protema e impurezas 


■ Caracterizagao e avaliagao da protema recombinante 

A caracterizagao da protema recombinante inclui metodos quimicos, fisicos e biologicos. Para essa finalidade, devem ser 
utilizadas tecnicas analiticas que avaliam tamanho, carga, ponto isoeletrico, massa molecular relativa, perfil de hidrofobicidade 
e comparagao com protema de referenda ou natural. Na maioria dos casos, a determinagao da sequencia de aminoacidos 


completa pode ser obtida por sequenciamento dos peptfdios liberados por digestao enzimatica, apos separacao por 
cromatografia lfquida de alta eficiencia (HPLC, high performance liquid chromatography). Devem ser observados: metionina 
JV-terminal, sinal A'-formil-nietionina ou sequencias lfder, ou outras possfveis modificagoes N- e C-terminal (processamento 
proteolftico), assim como modificagoes pos-traducionais (N- ou 0-glicosilagao, acetilagao, hidroxilagao e y-carboxilagao) e 
formagao de produtos de degradagao por reacoes de desaminagao e oxidagao. 

Algumas protefnas recombinantes sao glicoprotefnas e podem apresentar estruturas oligossacarfdicas diversas de acordo 
com o sistema vetor/hospedeiro. O perfil oligossacaridico da protema recombinante produzida deve ser avaliado por tecnicas 
analfticas diferentes (p. ex., focalizagao isoeletrica quantitativa ou eletroforese capilar, cromatografia de troca ionica, analise e 
determinagao de componentes formossacarfdicos, cromatografia de afinidade com lectina e espectrometria de massa). 

A conformagao e o tamanho da protema recombinante podem ser avaliados por varios metodos: eletroforese em gel de 
poliacrilamida, focalizagao isoeletrica, exclusao por tamanho molecular, troca-ionica de fase reversa, cromatografia de 
afinidade ou interagao hidrofobica, mapeamento peptidico e subsequente sequenciamento de aminoacidos, light scattering , 
espectroscopia no UV, dicrofsmo circular e espectrometria de massa. Alem disso, a caracterizagao adicional do produto por 
espectrometria de MNR e cristalografia de raios X fornece informagoes valiosas. 

Quando a produgao da protema recombinante atinge o nfvel de produto final acabado, deve ser estabelecido um conjunto 
de testes rotineiros de controle de qualidade para os lotes produzidos. Esse conjunto de testes deve incluir ensaios sensiveis e 
confiaveis para avaliar o grau de pureza (p. ex., DNA da celula hospedeira e/ou do vetor) em cada lote de produto preparado das 
linhagens celulares de mamfferos. As protefnas celulares residuais devem ser determinadas por ensaios que tenham 
sensibilidade adequada (p. ex., ppm). Impurezas potenciais tais como DNA somente podem ser determinadas em produtos 
intermediaries da etapa anterior de purificagao. A atividade biologica/potencia de cada lote deve ser estabelecida (p. ex., 
unidade de atividade biologica por m/j usando, sempre que possfvel, uma preparagao de referenda nacional ou internacional 
calibrada em unidades de atividade biologica. Alem disso, a determinagao da atividade especffica (unidades de atividade 
biologica por unidade de peso do produto) tambem deve ser realizada. Finalmente, deve ser avaliada a correlagao entre a 
medida da atividade biologica e os resultados dos testes ffsico-qufmicos. 59 
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Capitulo 4 

Parametros e Qualidade de Imunoensaios 


Antonio Walter Ferreira, Sandra do Lago Moraes e Sandra Trevisan Beck 


Precisao diagnostica e valor clinico dos testes de laboratorio 

Neste capitulo, serao apresentados os parametros intrinsecos e extrfnsecos de testes de laboratorio, sobretudo os imunoensaios, 
liteis para a compreensao do valor dos resultados obtidos quando associados a dados clinicos e epidemiologicos do paciente. 

O resultado de um teste de laboratorio representa uma probabilidade que reflete a situacao clinica do paciente no momento 
da coleta de amostra e, quando bem avaliado, e e uma importante ferramenta de auxilio para o clinico tomar uma decisao ou 
mudar uma hipotese clinica inicial. Assim, e necessario saber interpretar os resultados em fungao dos limites do teste utilizado. 

Para o clinico, interessa saber com que frequencia o teste e positivo em pacientes doentes comparado com a frequencia 
com que resulta negativo nos individuos nao doentes. Portanto, este capitulo abordara: teste de referenda, sensibilidade, 
especificidade, eficiencia, reprodutibilidade, indice kappa, prevalencia, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo 
(VPN), teorema de Bayes e probabilidade, curva de caracterfstica de operacao do receptor (ROC, receiver operating 
characteristic), taxa de probabilidade (LR. likelihood ratio) e chance (odds). 

Teste de referenda 


Tambem chamado de gold standart test, e utilizado para definir o verdadeiro estado do paciente. Deve ser definitivo (atingir a 
real causa da doenga tao diretamente quanto possivel) e independente do teste que esta sendo realizado (nao ser parte de um 
algoritmo que inclua o teste em avaliagao nem ser tecnica ou biologicamente relacionado com ele). Por exemplo, se o teste em 
avaliagao e um imunoenzimatico que diagnostica a infeccao chagasica pela prcsenca de anticorpos anti-7. cruzi no soro, nao e 
possivel utilizar outro teste imunoenzimatico de fabricante diferente como teste de referenda. Este, para essa patologia, deveria 
ser a pesquisa de T. cruzi no sangue dos pacientes (demonstragao direta, xenodiagnostico, cultivo) ou pesquisa de RNA/DNA 
por tecnologia de amplificagao de acidos nucleicos. 

E importante lembrar que, para definir o teste de referenda, e preciso conhecer a evolugao clinica da doenga e os efeitos 
patologicos provocados pelo patogeno. Por exemplo, na fase cronica da doenga de Chagas, a sensibilidade dos metodos 
parasitologicos e moleculares e baixa em fungao do nivel de parasitas que circulam. Nesse caso, o teste de referenda passa a 
apresentar indices de sensibilidade menores que a pesquisa de anticorpos anti-7’, cruzi presentes no sangue do paciente. 

Para estudar os diferentes parametros sorologicos, pode-se utilizar a Tabela 4.1, de dupla entrada, na qual se relaciona a 
probabilidade de doenga com resultados obtidos no teste. 

Sensibilidade 


Proporgao de todos os pacientes com a doenga que apresentam resultados positivos quando o teste em particular e utilizado. A 
sensibilidade pode ser calculada como o numero de verdadeiros resultados positivos dividido pelo numero de todos os pacientes 
com a doenga [verdadeiro-positivos (VP) e falso-negativos (FN)]. Isso significaria a taxa de VP ou a verossimilhanga 
(likelihood) do resultado positivo em pessoa doente. O indice de sensibilidade pode ser expresso em porcentagem (%), bastando 
multiplicar o valor obtido por 100. 






Tabela 4.1 Combinagao binaria de resultados entre o diagnostico verdadeiro de doenga e a probabilidade de 
resultados do teste. 


Teste 

Doenga 


Total 


Presente 

Ausente 


Reagente 

(a) ou VP 

(b) ou FP 

(a + b) ou VP + FP 

Nao reagente 

(c) ou FN 

(d) ou VN 

(c + d) ou FN + VN 

Total 

(a + c) ou VP + FN 

(b + d) ou FP + VN 

(a + b + c + d) ou n 


VP + FN e FP + VN sao o numero de pacientes com e sem a doenga, respectivamente. 

VP + FP e FN + VN sao o numero de pacientes com e sem resultado positivo no teste, respectivamente. 
VP: verdadeiro-positivo; FP: falso-positivo; VN: verdadeiro-negativo; FN: falso-negativo; n: numero total de 
pacientes estudados. 


Sensibilidade = VP (FN + VP) 

A definigao da sensibilidade apresentada refere-se a sensibilidade clinica, que difere da analitica, a qual esta relacionada a 
capacidade da tecnica de quantificar concentracoes de analitos, anticorpos ou antigenos. 

Especificidade 

Proporgao de todos os individuos sem a doenga que apresentam resultados negativos quando o teste em particular e utilizado. A 
especificidade pode ser calculada como o numero de verdadeiros resultados negativos dividido pelo numero de todos os 
individuos sem a doenga [verdadeiro-negativos (VN) e falso-positivos (FP)]. Isso significaria a taxa de VN ou a 
verossimilhanga do resultado nao reagente em pessoa nao doente. O indice de especificidade pode ser expresso em porcentagem 
(%), bastando multiplicar o valor obtido por 100. 

Especificidade = VN -r (FP + VN) 

A definigao da especificidade apresentada refere-se a especificidade clinica que difere da especificidade do metodo, a qual 
pode ser influenciada por inumeros fatores que levam a resultados FP. Anticorpos naturais e heteroanticorpos, normalmente 
imunoglobulinas IgM contra diferentes epitopos, sao responsaveis por FP no teste de hemaglutinagao para a doenga de Chagas. 
Condutas laboratoriais, como o uso de 2-mercaptoetanol em concentragao adequada, eliminam anticorpos IgM sem prejuizo na 
detecgao de anticorpos IgG. Individuos poliinfectados por parasitas intestinais apresentam um somatorio de componentes 
antigenicos, elicitando a formagao de anticorpos que reagem com inumeros antigenos-alvo dos testes sorologicos em niveis 
baixos. Isso obriga os pesquisadores a adequarem limiares de reatividade ou a absorverem os soros antes de serem processados. 

Atualmente, para melhorar a especificidade dos testes, antigenos de microrganismos obtidos por sintese de peptidios ou 
recombinagao genetica tem sido utilizados (ver Capitulo 3). Por outro lado, esse procedimento normalmente leva a uma perda 
na sensibilidade dos testes. 

A dificuldade na obtengao de um painel de soros confiavel para que sejam estabelecidos corretamente os valores de 
sensibilidade e especificidade leva muitos laboratories a preparar esses paineis a partir de resultados sorologicos de outros 
testes. Nesse caso, a sensibilidade e a especificidade do teste em estudo serao influenciadas pelos mesmos indices do teste 
escolhido como referenda. Para diferenciar dos parametros verdadeiros, essa sensibilidade e chamada de copositividade ou 
sensibilidade relativa, e a especificidade, de conegatividade ou especificidade relativa. 

Eficiencia. acuracia ou precisao diagnostics 

Referem-se a relagao entre o numero de resultados cori'ctos (VP e VN) no teste e o total de individuos testados («), isto e, a 
proporgao de diagnosticos corretos. E a relagao entre os VP somados aos VN e o total de individuos testados. Usando os dados 
da Tabela 4.1, e possivel estabelecer a precisao do teste sorologico pela relagao expressa: 


Eficiencia, acuracia ou precisao diagnostica = (VP + VN) H- n 





Reprodutibilidade 


E definida como a obtengao de resultados iguais em testes do mesmo formato realizados com a mesma amostra biologica por 
tecnicos distintos em diferentes locais. 

A reprodutibilidade de resultados e influenciada por diversos fatores que variam desde a qualidade dos reagentes as 
condicoes tecnicas e operacionais dos laboratories. Equipamentos mal calibrados, em especial pipetas, desgaste de 
equipamentos e acessorios, como lampadas de microscopios e espectrofotometros, sao responsaveis por falhas na 
reprodutibilidade dos resultados. Atualmente, grande parte dos laboratories possui certificagao ISO, o que garante a boa 
qualidade da metrologia no laboratorio e criterios de compra de reagentes, previamente avaliados por soroteca confiavel. A 
introdugao de soros de referenda como rotina diagnostica auxilia na deteegao da ocorrencia de eiTos sistematicos (avaliagao da 
exatidao) ou acidentais (avaliagao da precisao). 

A reprodutibilidade dos resultados e fortemente influenciada por erros humanos, principalmente quando o laboratorista 
inventa variagoes tecnicas que estao em desacordo com os procedimentos descritos pelos fabricantes. 

Existem varias opgoes para avaliar testes, reagentes e servigos. Normalmente, utiliza-se a reprodutibilidade intrateste 
(repetitividade), que e a obtengao do mesmo resultado, por ensaios realizados, ao mesmo tempo, em duplicatas ou triplicatas, e a 
reprodutibilidade interteste, que e a repetigao de resultados da mesma amostra processada em dias diferentes pelo mesmo teste. 

A variagao da reprodutibilidade pode ser medida pelo desvio-padrao (DP) ou pelo coeficiente de variagao (CV), expressos 
pelas formulas: 


VI (X - mx) 2 

DP = - 

N- 1 

DP x 100 

CV = - 

mx 


Em que: 

• X e o valor encontrado para cada ensaio 

• mx e o valor medio 

• Neo numero total de ensaios realizados. 

Indice kappa (k) 

Mede a avaliagao da reprodutibilidade pelo grau de concordancia entre os resultados de dois ou mais observadores. O indice 
kappa leva em consideragao as proporgoes das concordancias observadas (PO) em relagao as esperadas (PE) e varia de valores 
negativos ate 1. 

A Tabela 4.2 mostra como pode ser calculado o indice kappa e a Tabela 4.3 apresenta sua classificagao. 

( a + d) 

PO = - 

N 


PE = 


[(a + b) (a + c)] + [(c + d) (b + d)] 
N 2 


(PO - PE) 

K = - 

(1 - PE) 


Tabela 4.2 Combinagao binaria de resultados obtidos para um mesmo acontecimento entre dois observadores. 

Observador 1 

Observador 2 

Total 











Positivo 

Negativo 


Positivo 

a 

b 

a + b 

Negativo 

c 

d 

c + d 

Total 

a + c 

b + d 

n 


Tabela 4.3 Classificagao do indice kappa. 

Valor de kappa 

Concordancia 

0 a 0,20 

Ruim 

0,21 a 0,40 

Fraca 

0,41 a 0,60 

Moderada 

0,61 a 0,80 

Substancial 

0,81 a 1 

Quase perfeita 

Prevalencia 


E o numero de casos de uma doenga em localidade e tempo determinados. Utilizando a Tabela 4.1: 


(VP + FN) 

Prevalent: ia =- 

N 

Prevalencia sorologica (Ps) e o numero de amostras de soros reagentes para anticorpos IgG para uma doenga em localidade 
e tempo determinados. 

Ps= (VP + FP) 

N 


Ps + E - 1 

Prevalencia verdadeira = - 

S + E- 1 


Valores preditivos 

Definidos como a precisao de um teste em prever uma condigao medica. Utilizados para responder perguntas como: 

• Se o resultado do teste e positivo, qual a probabilidade de o indivfduo do ensaio ter realmente a doenga? 

• Se o resultado do teste e negativo, qual a probabilidade de o indivfduo do ensaio nao ter realmente a doenga? 

Para responder a essas questdes, e necessario conhecer o VPP de um teste com resultado positivo e o VPN com resultado 
negativo. 

VPP e o numero de resultados VP fornecidos pelo teste dividido pelo numero de todos os resultados positivos do teste. 
VPN e o numero de resultados VN dividido pelo numero de todos os resultados negativos. 

Usando a Tabela 4.1, e possfvel expressar os valores preditivos pela formula simplificada do teorema de Bayes. 









VPP = 


VP 


VP + FP 
VN 

VPN =- 

FN + VN 

O valor preditivo e muito influenciado pela prevalencia da doenga e pela sensibilidade e especificidade do teste. Como 
exemplo, calcularam-se valores preditivos obtidos de um mesmo teste aplicado a duas populates de area endemica e nao 
endemica para uma mesma infecgao: 

• Populacao 1 = prevalencia de 1% 
o N = 10.000 
o S = 99% 
o E = 98% 
o P= 1%. 


Teste 

Doenga 


Total 


Presente 

Ausente 


Reagente 

99 

198 

297 

Nao reagente 

1 

9.702 

9.703 

Total 

100 

9.900 

10.000 



VPP = 99 -r 297 = 0,333 = 33,3% 




VPN = 9.702 - 9.703 = 0,999 = 99,9% 


• Populagao 2 = prevalencia de 10% 

° N = 10.000 

° S = 99% 

o E = 98% 

° P = 10%. 



Teste 

Doenga 


Total 


Presente 

Ausente 


Reagente 

990 

180 

1.170 

Nao reagente 

10 

8.820 

8.830 

Total 

1.000 

9.000 

10.000 


VPP = 990 1.170 = 0,846 = 84,6% 

VPN = 8.820 -r 8.830 = 0,999 = 99,9% 

O VPP e bastante afetado pela prevalencia da doenca na populacao de estudo, enquanto o VPN nao e significativamente 
alterado. Por isso, em imunoensaios, resultados negativos sao bem aceitos, enquanto os positivos frequentemente precisam ser 
confirmados. 

Teorema de Bayes 


Trata-se de expressoes algebricas para calcular a probabilidade ou nao de doenca pelo resultado do teste quando a probabilidade 






do pre-teste [prevalencia estimada = p(D)], a sensibilidade e a especificidade sao conhecidas. 

Probabilidade de doen<;a __ p(D) x VP _ 

com teste positivo “ p (D) x VP + 1 - p(D) x FP 

Probabilidade de doen^a_ p(D) x FN _ 

com teste negativo “ p ( D ) x FN + 1 - p(D) x VN 

Curva de caracteri'stica de operagao do receptor (curva ROC) 

As caracteristicas de um teste de laboratorio, como sua sensibilidade, especificidade, VPP e VPN, nao sao parametros 
inalteraveis. Esses valores podem mudar, dependendo do limiar de reatividade ou ponto de corte (cut off point) estabelecido 
para o ensaio realizado, ponto a partir do qual o teste sera considerado positivo. Em geral, quanto maior a sensibilidade definida 
para o teste, menor sua especificidade, e vice-versa. O ponto escolhido sera definido em funcao do objetivo do estudo. 

Quando e realizada a triagem de doadores de sangue, por exemplo, faz-se necessario um teste com maxima sensibilidade 
(100%), uma vez que qualquer risco de doenga infecciosa transmissivel pelo sangue deve ser evitado, minimizando ao maximo 
a prescnca de resultados FN. Contudo, a especificidade ficara comprometida (< 100%), podendo ocorrer um numero 
significativo de resultados FP que deverao ser confirmados. Se a prevalencia da doenga for baixa, o numero de resultados FP 
superara o numero de VP. 

Ja quando a prioridade e a certeza diagnostica, a especificidade do teste devera ser priorizada, minimizando a chance de 
resultados FP, o que agrega ao resultado do teste alto valor cllnico. No entanto, havera resultados FN. 

Como nenhum teste diagnostico apresenta valores de sensibilidade e especificidade de 100%, deve-se procurar um ponto 
de corte que proporcione valores maximos desses parametros, ciente da possibilidade da ocorrencia de falsos resultados 
positivos ou negativos, os quais serao comunicados ao usuario. Por exemplo, um teste com sensibilidade de 95% e 
especificidade de 98% apresentara 5% de ocorrencia de resultados FN e 2% de ocorrencia de FP. 

E justamente para valorizar o ponto de corte que a curva ROC tem sua maior aplicagao, minimizando ao maximo os 
eventuais falsos resultados. A curva ROC e definida como a descrigao grafica do desempenho de um teste representado pela 
relagao entre a taxa de VP (sensibilidade) e taxa de FP (1-especificidade = inverso da especificidade). Esse procedimento visa a 
melhor definigao da regiao onde existe sobreposigao de dados quando sao colocados em graficos os resultados obtidos de 
amostras de individuos doentes e sadios (Figura 4.1). Representa, portanto, a precisao intrfnseca do teste e e ideal para a 
comparagao de testes. 

Por definigao, os resultados de um teste encontrados na maioria dos individuos saudaveis sao considerados como valores 
normais, sendo representados pela media dos valores encontrados nesse grupo acrescido de dois desvios-padrao. Contudo, 
sempre se devem levar em conta as caracteristicas do grupo considerado como “normal”, pois alguns valores podem sofrer 
variagdes com a idade do individuo, sexo, dieta etc., fazendo com que esses cortes sofram variagdes, dependendo da selegao 
feita para estudo. 

Assim, o estudo de diferentes pontos de corte entre os extremos A e B (ver Figura 4.1) permitira determinar o valor limiar 
ideal de maxima sensibilidade e especificidade para determinado teste. 

Para tanto, podem ser elaboradas curvas ROC construindo um grafico a partir dos diferentes indices de sensibilidade e 
especificidade obtidos com diferentes valores de cut off. Para cada ponto de decisao sao colocados os indices de VP 
(sensibilidade) representados no eixo das ordenadas e os indices de FP (1-especificidade) representados no eixo das abscissas, 
mostrando as variagdes ponto a ponto, para cada cut off possivcl (Figura 4.2).' 
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Figura 4.1 Distribuigao hipotetica dos resultados obtidos em grupo de individuos sadios e doentes. Pontos de codes: A = maxima 
sensibilidade, baixa especificidade; B = maxima especificidade, baixa sensibilidade; C = ponto de maxima sensibilidade e maxima 
especificidade para o teste. No cut off C estao indicados os falso-positivos e os falso-negativos. 




Figura 4.2 Curva ROC. A probabilidade de resultados positivos na presenga de doenga esta plotada no eixo y, na ausencia de 
doenga, no eixo X. O ponto mais a esquerda e mais acima corresponde ao melhor ponto de code para o teste em questao [maior 
sensibilidade (S)], menor FP (1-E), fazendo o diagnostico ter mais acuracia. A linha a 45° mostra a pior hipotese de teste. 

Se um teste diagnostico tiver acuracia perfeita, com 100% de VP, a curva ROC ira se sobrepor ao eixo y. Como, na pratica, 
dificilmente tal situagao e encontrada, a maior acuracia de um teste sera caracterizada por uma alta proporgao de resultados VP 
e uma baixa proporgao de resultados FP, correspondendo ao ponto de corte (cut off) ideal na curva ROC como o ponto situado 
mais acima e mais a esquerda. 

A acuracia global de um teste pode ser descrita como a area sob a curva ROC. Quando um modelo torna-se mais perfeito 
(ou seja, alcangando sensibilidade e especificidade proximas a 100%), a area sob a curva aproxima-se de 1; quando o 














desempenho do modelo torna-se mais randomico, a area sob a curva aproxima-se de 0,5, representado graficamente como uma 
linha de 45°. Nesse caso, a capacidade de previsao do teste nao e superior ao puro acaso, isto e, nao possui capacidade 
discriminatory. Tem-se entao: 2 ’ 3 


Area sob a curva ROC Desempenho do teste 

0,7 Razoavel 

Superior a 0,8 Bom 

Superior a 0,9 Excelente 

As curvas ROC podem ainda ser utilizadas para comparar o desempenho de dois testes, analisando-se a area sob a curva 
ROC de cada um: quanto melhor for o teste, maior sera a area sob a curva (melhor discriminagao 4 ; Figura 4.3). Cabe lembrar 
que, quando dois ou mais testes sao comparados, eles devem ser avaliados sob as mesmas condicdes. A populagao estudada 
deve ser semelhante a que foi considerada referenda na padronizacilo do teste, em termos de estagio da doenga, caracterfsticas e 
estado de saude do grupo sem a doenga. So assim e possivel comparar a acuracia de dois testes. 
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Figura 4.3 Associagao de curvas ROC. Curva “a” tem maior acuracia por apresentar maior area abaixo da curva. 

Atualmente existem muitos programas de informatica associados ou nao ao Excel, disponiveis comercialmente ou de livre 
acesso na internet, que servem para elaboragao de curvas ROC para diferentes situagoes e aplicagoes. 

Likelihood ratio e odds ratio 


Apresentar sensibilidade e especificidade satisfatorias e tao importante quanto saber a influencia que os resultados obtidos de 
um teste diagnostico exercerao na decisao clinica. 

Raramente um linico teste consegue excluir ou confirmar a presenga de uma doenga com certeza. Na maioria das vezes, um 
determinado exame diagnostico e apenas uma das maneiras de aumentar ou diminuir a probabilidade de uma hipotese 
diagnostica. Varios fatores sao analisados conjuntamente, uma vez que diferentes doentes apresentam fatores de risco e 
pertencem a faixas etarias distintas, apresentam ou nao doengas associadas, com diferentes probabilidades de portarem 
determinada enfermidade. 

Algumas vezes, o exame clinico realizado pelo medico exclui a possibilidade de uma patologia, nao sendo necessario 
realizar testes diagnosticos para que seja descartada (limiar do teste), passando entao para outra hipotese. Em outra situagao, os 
sinais e os sintomas sao tao evidentes que permitem intervengao imediata (limiar de tratamento ou intervengao), dispensando 
qualquer exame complementar. Contudo, trata-se de situagoes extremas. 

Na maioria das vezes, os resultados obtidos pelos exames diagnosticos influenciarao a decisao do clinico quanto a 
probabilidade de um determinado individuo apresentar ou nao a doenga. Um teste diagnostico sera util apenas se os resultados 









obtidos modificarem a probabilidade da ocorrencia ou nao da doenga. O teste, nesse caso, ajuda a transformar a probabilidade 
pre-teste da doenga em uma nova probabilidade pos-teste, cuja magnitude e sentido de variagao sao determinados pela LR do 
teste, diretamente ligada a acuracia com a qual o teste identifica a doenga em questao (Figura 4.4). 

E possfvel, por meio da sensibilidade e da especificidade apresentadas por um determinado teste, calcular o poder que o 
resultado do teste tera na mudanga de opiniao do clinico. O LR indicara, entao, quantas vezes o resultado de um teste 
diagnostico e capaz de mudar a probabilidade de se ter uma doenga. Esse valor pode ser calculado 5 tanto para resultados 
negativos (probabilidade de excluir a doenga) como para positivos (probabilidade de confirmar a doenga), utilizando uma tabela 
de dupla entrada 2x2, como visto na Tabela 4.1. 


0 % 5 % 50 % 90 % 100 % 


Considerar 
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Limiar do teste Limiar de tratamento 

Figura 4.4 Limiar do teste e de tratamento. 5 Adaptada de Hoyden e Brown, 1999. 5 


Probabilidade pos-teste 


Intervengao 


[a -f (a + c)] 

LR para resultado positivo do teste = - 

[b -r (b + d)] 


OU 


Sensibilidade 

LR para resultado positivo do teste = - 

(1-especificidade) 


e 


LR para resultado negativo do teste = 


[c -r (a -F c)] 
[d -5- (b + d)] 


OU 


(1-sensibilidade) 

LR para resultado negativo do teste = - 

Especificidade 

Como e possfvel observar, o valor de LR de um teste esta extremamente ligado aos seus valores de sensibilidade e 
especificidade. Um teste com 50% de sensibilidade e especificidade, apresentando resultado positivo ou negativo, tera um LR = 
1 . 


LR (+) = 0,5 - (1 - 0,5) = 0,5 - 0,5 = 1 
LR (-) = (1 - 0,5) - 0,5 = 0,5 - 0,5 = 1 

Como saber, entao, a partir do valor calculado para LR de um teste, a magnitude da mudanga de opiniao que esse resultado 
provocou? Para tanto, e necessario saber o conceito de chance (odds). O nome sera mantido em ingles para facilitar a 
explanagao. 

Odds e a chance de ocorrencia de um evento, traduzida literalmente como “pontos de vantagem”. A probabilidade de 
ocorrencia de um evento e as odds sao relacionadas, mas nao identicas: a primeira e normalmente expressa como fragao 
decimal, podendo ser transformada em porcentagem. A odds e expressa em fragao, tendo o numero 1 como denominador. Uma 















expressao, portanto, pode ser convertida na outra conforme necessario.4 


Probabilidade 

Odds = - 

(1-probabilidade) 

Por exemplo, se a probabilidade for de 0,80 (80%), entao: 

Odds = 0,80 -r (1 — 0,80) = 0,80 = 0,2 = 4/1 (quatro vezes mais chance de ocorrencia do evento) 

Odds 

Probabilidade = - 

(Odds + 1) 

Por exemplo, se odds e igual a 4:1, entao: 

Probabilidade = (4 = 1)4- [(4 -rl)+l]=4-r5 = 0,8 (80%) 

Por meio da odds (nao de valores percentuais), pode-se avaliar de maneira rapida a utilidade de um teste diagnostico para 
uma determinada doenga, utilizando a seguinte equagao: 6 

Odds pre-teste x LR = odds pos-teste 

Em que a odds pre-teste sera determinada pelo clinico por meio dos dados epidemiologicos e de sinais e evidencias clinicas 
apresentados pelo paciente apos anamnese, descrigao da doenga existente na literatura e experiencia pessoal. 7 

Por meio dessa equagao e possfvel ver que, quando o valor de LR for igual a 1, a utilidade do teste e nula, uma vez que nao 
altera a hipotese diagnostica inicial. Um teste diagnostico sera util quando apresentar valores altos ou baixos de LR. Em geral, 
na literatura, adotam-se os seguintes intervalos: 


LR altos 

LR baixos 

Efeito na probabilidade pos- 
teste da doenga 

Maior quelO 

Menor que 0,1 

Grande 

Entre 5 e 10 

Entre 0,1 e 0,2 

Moderado 

Entre 2 e 5 

Entre 0,2 e 0,5 

Minimo 

Igual a 1 

Igual a 1 

Nenhum 


Quanto mais o valor de LR se afasta da unidade (em ambos os sentidos), mais poderoso e o teste em termos 
discriminativos/diagnosticos. 8 Outra maneira de avaliar a utilidade de um teste diagnostico e utilizar o nomograma de Fagan, o 
qual permite de maneira facil, a partir do calculo do LR e da probabilidade pre-teste, determinar a probabilidade pos-teste 
(Figura 4.5). 

No exemplo, um teste com LR = 50 altera a probabilidade pre-teste de doenga de 30 para 75% apos o resultado positivo do 
teste. Caso se queira comparar a acuracia de dois testes diagnosticos para pesquisa de anticorpos anti-7’. cruzi, em uma mesma 
populagao, tendo: 


Teste A 

Sensibilidade de 99,9% 
Especificidade de 99,5%, 


Teste B 

Sensibilidade de 98,8% 
Especificidade de 99,8% 
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Figura 4.5 Representagao esquematica do nomograma de Fagan. Os valores plotados sao apenas representatives, nao 
correspondendo ao original. LR: taxa de probabilidade. 

E possfvel calcular o LR (+) e (-) para cada teste: 

• Teste A: 



LR (+) = 0,999 - (1 - 0,995) = 0,999 - 0,005 = 199,8 
LR (-) = 1 - 0,999 - 0,995 = 0,001 - 0,995 = 0,001005 


• Teste B: 


LR (+) = 0,988 ^ (1 - 0,998) = 0,988 - 0,002 = 494 
LR (-) = (1 - 0,988) - 0,998 = 0,012 - 0,998 = 0,0120 

O LR (+) do teste “A” e de 199,8 e do teste “B”, 494. Esses dados significam que, apos um resultado positivo no teste “B”, 
a probabilidade pos-teste da existencia da doenpa sera muito maior que a existente antes da realizapao do exame. O teste “A” 
tambem sera capaz de alterar essa probabilidade, mas com menor efeito, apesar da excelente sensibilidade. Entretanto, se o 
objetivo do cllnico e descartar a possibilidade da doenca no mesmo paciente, o teste “A” seria vantajoso por apresentar um LR 
(-) mais baixo. 

Os valores de LR nao sao dependentes da prevalencia da doenca na populapao, como os VPP e VPN, sendo entao mais 
estaveis. Contudo, ao se comparar os valores de LR de dois testes, apenas e possfvel afirmar que um teste com LR = 100 e 
melhor que um teste com LR = 10 se houver certeza de que as populapoes usadas para determinar a sensibilidade e a 





especificidade desses dois testes foram semelhantes, pois variacoes na populagao podem acarretar vari agues nesses parametros, 
como descrito para a curva ROC. 910 

O conhecimento sobre o metodo diagnostico utilizado, suas vantagens e liniitagdes, pode ajudar a avaliar os resultados 
obtidos, fazendo uma difcrcnca crucial quando empregados por um bom clinico. 
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Capitulo 5 

Imunoprecipita^ao 


Adelaide J. Vaz, Isabel Daufenback Machado e Edneia Casagranda Bueno 


IntroduQao 

As tecnicas de imunoprecipitagao permitem identificar e ate quantificar precipitados resultantes da interagao antigenoanticorpo, 
ambos inicialmente soluveis. Nessa tecnica, e necessario que a molecula antigenica seja multivalente quanto ao numero de 
epitopos e, de preferencia, que os anticorpos sejam policlonais. Para anticorpos monoclonais, a especificidade unica exige que o 
epitopo esteja acessfvel e presente em quantidade suficiente na molecula para detecgao. 

Entre os varios fatores fisico-quimicos e imunologicos que interferem na quantidade de imunoprecipitado formado, os 
principals sao as concentragoes relativas de antigeno e anticorpo. O maximo de precipitagao e observado quando as quantidades 
de antigeno e de anticorpo sao equivalentes, diminuindo na presenga de excesso de um ou outro componente. 

A curva de precipitagao classica pode ser obtida quando o anticorpo em concentragao constante interage com o antigeno 
em diferentes concentragdes, apresentando aspecto parabolico (Figura 5.1). A precipitagao sera maxima na zona de equivalencia 
ou de proporgoes ideais de antigeno e anticorpo. No entanto, a medida que se adiciona mais antigeno, o imunocomplexo se 
dissolve. A zona de excesso de anticorpo (ou falta de antigeno) e chamada de pro-zona e proporciona resultado falso-negativo 
para a pesquisa de anticorpo, o qual e inaceitavel, pois ocorrera justamente quando a concentragao de anticorpos for maior que a 
de antigeno. No intuito de evitar esse problema, devem ser utilizadas diferentes diluigoes do anticorpo frente a concentragao 
fixa do antigeno. Portanto, a concentragao de anticorpo empregada deve ser equivalente a concentragao minima de antigeno 
detectavel. 

A visualizagao de precipitados em meio liquido e dificil, pois tanto as amostras de soros com anticorpos quanto com 
antigenos apresentam turvagao e coloragao proprias e variaveis. Na automagao (ver Capitulo 8), esse inconveniente pode ser 
resolvido por metodos de turbidimetria e nefelometria, mais sensiveis que o olho humano para detectar os imunocomplexos e 
capazes de conigir ou anular os interferentes presentes na amostra. 





Figura 5.1 Curva de precipitagao: intensidade do precipitado formado na interagao antigeno-anticorpo com concentragao fixa de 
anticorpo e quantidade crescente de antigeno. Na zona de equivalencia, observa-se o imunocomplexo na sua maxima estrutura de 
malha, permitindo que o imunoprecipitado seja visfvel, especialmente em meio gelificado. Nas zonas de excesso de anticorpo (pro- 
zona, antigeno insuficiente) ou de excesso de antigeno (pos-zona, anticorpo insuficiente), o tamanho molecular dos imunocomplexos 
formados nao permite sua visualizagao, gerando resultados falso-negativos. 

As tecnicas manuais de imunoprecipitagao, atualmente em uso, sao realizadas em meio gelificado, o que facilita a leitura e 
reduz os volumes necessarios para a interagao. No entanto, requerem periodos de horas a dias para a difusao do anticorpo e/ou 
antigeno e a formagao visivel do imunocomplexo. 


Imunodifusao 


Baseia-se na difusao de substancias soluveis por movimentos moleculares ao acaso em meio gelificado, como o agar ou gel de 
agarose. Enquanto as moleculas de anticorpos e/ou antigenos estao livres, ocorre a difusao no meio. No momento em que ocorre 
a interagao entre as moleculas, sao formados imunocomplexos de elevado peso molecular que, devido ao tamanho, ficam 
imobilizados no gel, o que permite visualizar o imunocomplexo em decorrencia da formagao de turvagao nitida visivel a olho 
nu, o imunoprecipitado. 

Nessas tecnicas, alem da concentragao ideal de cada um dos componentes, tambem a especificidade e a avidez dos 
anticorpos e a escolha dos extratos antigenicos definirao a eficiencia do teste. Alem disso, outros fatores que interferem sao 
qualidade, grau de pureza e homogeneidade do meio gelificado e a temperatura e a umidade do ambiente onde ocorrera o teste. 

Existem quatro combinagoes dessa tecnica: simples, em que um dos componentes (antigeno ou anticorpo) esta fixado ao 
gel enquanto o outro migra ate a formagao do imunocomplexo; dupla, na qual os dois elementos migram simultaneamente, um 
em diregao ao outro; linear ou unidimensional, com o movimento direcionado por corrente eletrica ou pela gravidade e forma 
de aplicagao; e radial, com o movimento ao acaso em todas as diregoes, a partir do orificio onde se coloca a amostra. 

■ Imunodifusao simples linear 

O anticorpo e incorporado ao meio gelificado e a mistura e colocada em um tubo ate atingir cerca de 40 mm de altura. Apos a 
gelificagao, coloca-se o antigeno no topo da coluna em concentragao superior a do anticorpo. O tubo e selado e mantido a 
temperatura constante. Apos 1 semana, observa-se a formagao da linha de precipitagao na area de equivalencia (Figura 5.2). A 
concentragao do antigeno adicionado e proporcional a espessura da linha de precipitagao e a distancia percorrida pelo antigeno 
ate formar o imunocomplexo. 


■ Imunodifusao simples radial 

Uma quantidade padronizada de anticorpo especifico e incorporada ao meio gelificado, e a mistura, alocada sobre uma placa ou 
lamina. Apos a gelificagao, sao feitos orificios no agar para se colocar o antigeno em volumes precisos e a amostra-padrao com 






concentragoes conhecidas do antfgeno. O antfgeno difunde-se de acordo com seu tamanho molecular e encontra o anticorpo 
imobilizado no gel, formando o imunocomplexo. A medida que aumenta a concentracao de antfgeno no gel, o precipitado se 
dissolve (zona de excesso de antfgeno) e o antfgeno migra mais, encontrando novas moleculas de anticorpo. Apos algumas 
horas de difusao, atinge-se a zona de equivalencia e forma-se um halo bem definido de precipitado. O tempo para difusao 
depende do coeficiente de difusao da molecula antigenica. Moleculas maiores, como IgM e alfa-2-macroglobulina, necessitam 
de ate 96 h para completar a ruigracao, enquanto as pequenas podem faze-lo em 24 h. 
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Figura 5.2 Imundifusao simples unidimensional. As moleculas antigenicas em solugao se difundem no gel contendo os anticorpos 
imobilizados que formam o imunocomplexo na area de equivalencia. 

O diametro (D) do halo de precipitagao formado e medido, sendo a sua area diretamente proporcional a concentracao do 
antfgeno. Para facilitar a confecgao da curva-padrao e os calculos das amostras desconhecidas, utiliza-se o diametro elevado ao 
quadrado (D 2 ) em substituigao ao calculo da area. A leitura deve ser feita com regua propria para medir o diametro, similar ao 
paqufmetro e capaz de detectar decimos de milfmetro. 

A tecnica e utilizada para quantificar protefnas sericas, como imunoglobulinas, fragoes do sistema complemento e 
protefnas de fase aguda. A sensibilidade analftica da tecnica depende da proporgao de anticorpo adicionado ao meio gelificado e 
esta em torno de 10 ug/d/':', ou seja, nao tem utilidade para dosagem de hormonios e de marcadores tumorais. 

A tecnica requer rigorosa padronizagao das condigoes e dos reagentes, como pureza e concentragao do gel de agarose, 
concentragao do anticorpo incorporado ao gel, espessura do gel na placa, uniformidade do tamanho do oriffcio, alem de pH e 
concentragao ionica do meio. Na Figura 5.3, sao apresentados o esquema da placa de imunodifusao radial e o modelo de curva- 
padrao obtido. O princfpio da tecnica de imunodifusao simples radial permitiu o desenvolvimento das tecnicas de automagao, 
turbidimetria e nefelometria, que aceleram a obtengao de resultados para alguns minutos (ver Capftulo 8). 


■ Imunodifusao dupla radial 

Nesta tecnica, os dois componentes, antfgeno e anticorpo, difundem-se radialmente em todas as dire goes, a partir de oriffcios no 
meio gelificado, e encontram-se formando linhas ou arcos de precipitagao correspondentes aos imunocomplexos possfveis nessa 
interagao, ou seja, cada arco corresponde a um par de imunocomplexo antfgeno-anticorpo. A tecnica permite a comparagao 
simultanea de diferentes sistemas, por exemplo, varios antfgenos contra o mesmo anticorpo de especificidade e reatividade 
conhecidas, desde que a interagao antfgeno-anticorpo tenha atingido a zona de equivalencia e esteja presente em quantidade 
suficiente para formar turvagao ou precipitado visfvel (Figura 5.4). 
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Figura 5.3 Imunodifusao simples radial. A. Curva-padrao obtida com dosagem do antigeno em concentragoes conhecidas versus o 
quadrado do diametro do halo de precipitagao formado. B. Placa de imunodifusao simples radial mostrando amostras (Ag) formando 
halos de precipitagao com diferentes diametros apos a difusao no gel contendo anticorpos para a protefna em analise. 



Figura 5.4 Representagao da tecnica de imunodifusao radial dupla. O soro de referenda (Ac) foi adicionado no orificio central, e as 
amostras de diferentes extratos antigenicos (Ag), nos orificios perifericos. Arcos ou linhas de precipitagao formam-se no gel e podem 
ser analisados comparativamente entre os extratos. 

O metodo e semiquantitativo, de baixa sensibilidade, e requer o uso de extratos antigenicos em concentragao elevada, da 
ordem de mg/At e soros policlonais de elevada avidez. Tem sido utilizado na caracterizagao inicial de extratos brutos de 
antigenos ou de soros hiperimunes obtidos experimentalmente. De acordo com a composigao antigenica e a especificidade dos 
anticorpos utilizados, os resultados mostram os diferentes padroes de arcos de precipitagao (Figura 5.5). 

A tecnica, embora de custo baixo e artesanal, vem sendo substituida por outras de eletroforese em gel de acrilamida para 
identificar peptidios constituintes do antigeno e Immunoblot para caracterizar por especificidade imunologica, tanto antigenos 
quanto anticorpos (ver Capitulo 7). 

Imunoeletroforese 


Tecnica que combina eletroforese e difusao dupla em meio gelificado, em tempos distintos, com alto poder resolutivo (Figura 
































5.6). A eletroforese evidencia alguns componentes ou fragoes antigenicas por diferencas de carga eletrica, conceituada como 
sendo a migragao de moleculas carregadas em um solvente condutor sob a influencia de um campo eletrico. Como varias 
moleculas podem apresentar cargas eletricas proximas, a tecnica as distribui em pontos proximos na migragao eletroforetica. A 
imunoeletroforese permite a discriminagao de um numero maior de componentes da mistura de um extrato antigenico ou 
material biologico, utilizando a especificidade dos anticorpos para cada uma das subfragoes de cada componente fracionado por 
diferengas na carga eletrica. 

Para realizar a eletroforese, os suportes mais utilizados sao papel de filtro, acetato de celulose, gel de agar ou agarose e 
poliacrilamida. Essa tecnica possui diferentes fatores interferentes na migragao eletroforetica: carga, tamanho e forma das 
moleculas, concentragao, forga ionica e pH do solvente, temperatura e viscosidade do meio e intensidade do campo eletrico. O 
ponto isoeletrico (pi) da proteina e fator importante; dessa forma, o pH do meio em que ocorre a eletroforese determina a 
migragao das moleculas. 

Para a etapa seguinte, imunodifusao radial de cada componente, e necessario um meio gelificado, portanto, os meios 
limitam a realizagao da tecnica de imunoeletroforese. A imunodifusao dos componentes antigenicos se faz contra soros 
policlonais monoespecfficos ou poliespecfficos, formando um arco de precipitagao na linha de equivalencia. Os soros 
policlonais tambem migram radialmente em diregao as fragoes proteicas. 

A descrigao das substancias e feita pelas caracteristicas eletroforeticas (mobilidades diferentes devido a cargas e pi 
diferentes), pela difusibilidade (velocidade diferente de difusao do antigeno devido a concentragao e ao tamanho da molecula) e 
pela especificidade imunoqmmica (depende do soro imune utilizado). 
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Figura 5.5 Diagrama mostrando padroes de arcos de precipitagao obtidos por imunodifusao dupla radial. A. Linha de identidade total: 
ocorre quando os dois sistemas antigenicos analisados tern determinantes antigenicos identicos (Ag a) que interagem com o anticorpo 
especffico (Ac anti-a), formando linhas coalescentes de precipitagao. Nao se pode excluir que os antigenos possuam componentes 
distintos e nao reconhecidos pelos anticorpos utilizados. B. Linha de nao identidade: demonstra que os dois sistemas analisados tern 
determinantes antigenicos (Ag a e Ag b) nao relacionados frente ao soro imune empregado (Ac anti-a e anti-b). Deve-se notar que as 
linhas se cruzam, ou seja, os componentes antigenicos dos dois antigenos migraram e formaram linhas independentes. C. Linha de 
identidade parcial: com a formagao de esporao, ocorre quando os dois sistemas estudados tern urn determinante antigenico (epftopo a 
do Ag ab) em comum em duas moleculas distintas (Ag a e Ag ab), o qual e reconhecido pelo mesmo anticorpo (Ac anti-a), formando a 
linha continua que Simula a identidade total. Entretanto, urn dos sistemas antigenicos apresenta ainda outro(s) epitopo(s) (epftopo b do 
Ag ab) na mesma molecula que interage com outro anticorpo (Ac anti-b) presente no soro e forma o esporao, o qual e a continuidade 
do primeiro arco de precipitagao para essa molecula. 

Apos a obtengao do resultado final, o suporte onde foi realizado o teste pode ser lavado para retirada dos componentes nao 
envolvidos na formagao dos imunocomplexos. Logo em seguida, o gel e seco para formar um filme de agar/agarose e tingido 
com corante para protefnas, como Ponceau S ou Negro de Amido, o que possibilita armazenar como registro documentado de 
um resultado. 

A imunoeletroforese e um metodo qualitativo que pode ser empregado para detectar substancias soluveis imunogenicas 
utilizando anticorpos especfficos, desde que os imunocomplexos produzidos tenham tamanho suficiente para formar as linhas 
de precipitagao. Essa tecnica tambem permite caracterizar protefnas de modo confiavel, detectando anormalidades estruturais 
(padrao de mobilidade eletroforetica) e alteragoes nas concentragoes (espessura do arco de precipitagao formado). Para essa 
finalidade, e necessario que o ensaio seja feito, em paralelo, com uma amostra controle considerada normal para o estudo. 
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Figura 5.6 Representagao esquematica da imunoeletroforese. A. A amostra (Ag) e adicionada no orificio da lamina contendo gel e e 
submetida a eletroforese (1). Em seguida, adiciona-se soro (Ac) em uma canaleta proxima a amostra aplicada (2). Os componentes 
antigenicos da amostra e os anticorpos policlonais do soro migram urn em diregao ao outro por difusao no gel (3) e, quando se formam 
os imunocomplexos especificos, observam-se os respectivos arcos de precipitagao. B. Arcos de precipitagao de amostra de soro 
humano. Na parte de cima, amostra de mieloma IgG, evidenciando o arco de IgG em maior concentragao do que na amostra normal 
(abaixo). 

A aplicagao mais comum atualmente e auxiliar no estudo de gamopatias monoclonais, como o mieloma multiplo ou a 
macroglobulinemia de Waldenstrom. A tecnica permite ainda diferenciar gamopatias monoclonais e policlonais, condigao 
secundaria causada por doenga hepatica, disturbios do colageno e infecgao cronica caracterizada pela elevagao de duas ou mais 
imunoglobulinas (verCapitulo 15). 

Como a tecnica nao apresenta sensibilidade elevada, nao e capaz de detectar bandas monoclonais em baixas concentragbes, 
o que permitiria o diagnostico laboratorial precoce das gamopatias. 


Imunofixagao 


Ocorre em dois estagios e combina eletroforese e imunoprecipitagao, sendo mais sensivel que a imunoeletroforese. A amostra e 


































aplicada em seis posigoes diferentes do gel de agarose, seguida da separacao eletroforetica de acordo com a carga. Os soros 
monoespecfficos que contem anticorpos especfficos anti-IgG, -IgA, -IgM, -cadeia kappa e -cadeia lambda sao adicionados 
individualmente sobre cada posigao respectiva, seguidos da aplicagao de solugao fixadora de protemas. Caso o isotipo 
complementar esteja presente (p. ex., IgG kappa) em proporgoes aumentadas na amostra em relagao ao padrao normal, os 
complexos formados precipitam e sao fixados no gel, permitindo a identificagao com auxilio de um corante (Figura 5.7). 

A imunofixagao e utilizada para detectar precocemente gamopatias monoclonais, identificar gamopatias biclonais, 
diagnostical - doenga de cadeias pesadas e auxiliar o diagnostico e o monitoramento de outras doengas linfoproliferativas (ver 
Capitulo 15). 

Eletroimunodifusao 


Tecnica na qual a migragao do antigeno e do anticorpo e dirigida por um campo eletrico, aumentando a velocidade de formagao 
do imunocomplexo e a sensibilidade em relagao a difusao natural. Tambem conhecida por imunoeletrodifusao ou 
eletroimunoprecipitagao, e empregada na detecgao e na quantificagao de antigenos e anticorpos. 

■ Eletroimunodifusao simples linear (Laurell ou foguete) 

O anticorpo incorporado ao meio gelificado e colocado sobre a superficie de uma lamina, e o antigeno, adicionado em um 
orificio, sendo o sistema submetido a eletroforese. A partir do orificio, forma-se um cone de precipitagao cuja area varia de 
acordo com a concentragao do antigeno na amostra (Figura 5.8). Utilizando-se padroes de concentragao conhecida, a tecnica 
permite quantificar o antigeno, mas nao e util para dosagem de imunoglobulinas por apresentar pequena mobilidade 
eletroforetica. 
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Figura 5.7 Imunofixagao: apos a eletroforese da amostra realizada em 6 replicatas (1 a 6), sao adicionados os respectivos anticorpos 
antissoro total para as diferentes classes de imunoglobulinas (IgG, IgA e IgM) e para os dois tipos de cadeias leves (kappa e lambda). 
A. No soro humano normal evidencia-se uma fraca turvagao com os soros anti-IgG e antikappa e quase nao se detectam as outras 
classes e tipos, devido a baixa concentragao em que se encontram. B. No soro de mieloma IgG-kappa, visualiza-se claramente essa 
protelna monoclonal em elevada concentragao. 


■ Eletroimunodifusao dupla linear ou contraimunoeletroforese 

Utiliza pares de oriffcios feitos no agar, um para o antfgeno e outro para o anticorpo, ambos submetidos a eletroforese. O 
movimento eletroforetico e a eletroendosmose concentram rapidamente antfgeno e anticorpo na regiao entre os oriffcios, e a 
mobilidade eletroforetica do antfgeno e do anticorpo deve ser diferente. O pH do tampao de eletroforese e o meio gelificado 
permitem otimizar esses efeitos, facilitando a eletroendosmose, que e a migragao das moleculas de imunoglobulinas, menos 
eletronegativas, para o anodo (polo negativo), enquanto o antfgeno e arrastado pela corrente eletrica em diregao ao catodo (polo 
positivo). Entre os oriffcios do antfgeno e do anticorpo especffico, no gel, forma-se a linha de precipitado (Figura 5.9). 

Essa tecnica e semiquantitativa e cerca de 10 vezes mais sensfvel que a imunodifusao dupla. Foi o primeiro metodo 
empregado para a detecgao do antfgeno de superffcie do virus da hepatite B (HBsAg) e de seu anticorpo (anti-HBsAg), sendo 
empregado tambem para dctcccoes rapidas de antfgenos bacterianos associados a meningite, pneumonia, sepse e artrite septica. 


Automacao dos ensaios de imunoprecipitagao (ver Capitulo 8) 





















■ Nefelometria 

Uma das caracterfsticas de solugoes coloidais e a pronunciada dispersao da luz. Quando um feixe incidente atravessa um meio 
contendo partfculas, elas interferem na passagem da luz fazendo com que seja dispersa em todas as di recites. Esse fenomeno, 
conhecido como efeito de Tyndall, nao altera o comprimento de onda da luz incidente e e independente do tipo de partfcula. A 
luz pode ser observada em todos os angulos relacionados a diregao do seu feixe. 
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Figura 5.8 Eletroimunodifusao simples linear (foguete) em gel: os antfgenos (Ag) migram com a corrente eletrica aplicada e formam os 
precipitados em formato de foguete, cuja area e proporcional a concentragao de antlgeno. 
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Figura 5.9 Eletroimunodifusao dupla linear: o antlgeno migra para o polo positivo movido pela corrente eletrica e o anticorpo se 
difunde em diregao contraria movido pela eletroendosmose, formando a linha de precipitagao (imunocomplexo) entre eles. 


Segundo o princfpio da nefelometria, as re agues de precipitagao entre antlgeno e anticorpo em solugoes dilufdas produzem 
aumento da reflexao da luz, que pode ser diretamente medida pela dispersao, cujas quantidade e a natureza dependem da forma 
e do tamanho das partfculas, da concentragao e do comprimento de onda da luz e do fndice de refragao do meio. 

As substancias sao medidas pela adigao de quantidades constantes de anticorpos especfficos puros e opticamente claros a 
concentragoes crescentes da substancia em analise. Assim, o feixe de luz incide sobre os imunoprecipitados formados no tubo 
ou cubeta, e o grau de luz dispersa e medido por uma celula fotometrica como densidade optica. Os raios de uma fonte de alta 
intensidade sao dirigidos por lentes focalizadoras e passam atraves da amostra contendo complexos antfgeno-anticorpo. Os raios 
que emergem em angulo de 70° sao dirigidos por outra lente para o detector eletronico e o sinal pode ser matematicamente 
relacionado a concentragao de antlgeno ou anticorpo presente na amostra. Os sistemas opticos utilizados podem ser lampadas de 
halogenio, laser e diodos emissores de luz de alta resolugao. As desvantagens apresentadas sao o custo relativamente elevado 
dos equipamentos e dos soros imunes e anticorpos empregados. 

A nefelometria e totalmente automatizada, de facil realizagao, rapida e precisa, principalmente se forem utilizados 
nefelometros que subtraiam os rufdos causados por amostras lipemicas e hemolisadas e que garantam a leitura na regiao de 
excesso de anticorpo. Apenas nessa regiao ocorre a medida acurada da substancia, pois e onde existe relagao linear entre a 
concentragao da substancia e a densidade optica. A tecnica emprega pequenos volumes de amostra e tem uma sensibilidade 
adequada para a medida de protefnas de significado clfnico. 

A metodologia e aplicada nas determinagoes de protefnas de significado clfnico em qualquer fluido corporal, uma vez que 
elas apresentam tamanho molecular necessario para formar imunocomplexos com anticorpos especfficos suficientemente 
grandes para dispersar a luz. 


■ Turbidimetria 

Esta sujeita as condigoes semelhantes dos sistemas nefelometricos. A diferenga e que o sinal de detecgao e medido pela 
diminuigao da luz incidente ao passar pelo tubo ou cubeta, ou seja, a absorbancia, e nao a intensidade de luz dispersa. O metodo 
nao necessita de equipamento especial e as reagoes podem ser medidas em espectrofotometros utilizados em bioqufmica. As 
aplicagoes sao as mesmas da nefelometria. 
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Capitulo 6 

Imunoensaios de Aglutinagao 


Adelaide J. Vaz, Isabel Daufenback Machado e Edneia Casagranda Bueno 


Introdugao 

O fundamento basico das tecnicas de aglutinagao e similar ao principio das de precipitagao (ver Capitulo 5), diferindo na 
adsorcao do antigeno ou do anticorpo as microparticulas insoluveis ou celulas, o que permite leitura visual e rapida. A tecnica 
nao possibilita discriminar fracoes dos componentes antigenicos como observado na precipitagao, mas permite utilizar 
antigenos purificados ou complexos fixados a microparticulas ou celulas. Alem disso, essa tecnica, em especial a de 
microaglutinagao, detecta pequenas quantidades de anticorpos, pois possui maior sensibilidade que a imunoprecipitagao. 

A caracterfstica principal da imunoaglutinagao e que um dos componentes, antigeno ou anticorpo, apresenta-se na forma 
insoluvel em suspensao, de forma natural em celulas ou adsorvido artificialmente a microparticulas ou celulas. 

O teste de aglutinagao ocoiTe quando ha formagao de agregados suficientemente grandes de microparticulas ou celulas com 
multiplos determinantes antigenicos (ou anticorpos), interligados por pontes moleculares de anticorpos (ou antigenos). Para 
tanto, ocorrem intcragdes entre os sltios combinatorios identicos dos anticorpos de maneira simultanea com determinantes 
antigenicos correspondentes. A visualizagao do imunocomplexo por meio da formagao desses agregados pode ser feita a olho 
nu ou com auxllio de lupa contra luz indireta, em tubo, lamina ou placa de microcavidade e ocorrer em questao de minutos ou 
algumas horas. 

O desenvolvimento de imunoensaios com principio metodologico em tecnicas de aglutinagao considera diferentes fatores, 
os quais sao importantes na formagao dos agregados, como: classe do anticorpo envolvido; concentragao ionica e pH do meio; 
presenga de macromoleculas. Ions, enzimas e conservantes; tempo e temperatura; padronizagao adequada da suspensao de 
microparticulas ou celulas; concentragao otima do antigeno ou do anticorpo a ser fixado nas microparticulas ou nas celulas; 
estabilidade da ligagao do antlgeno/anticorpo; e acessibilidade dessa molecula as microparticulas ou celulas. 

Tem sido consideradas vantagens das tecnicas de imunoaglutinagao: elevada sensibilidade; baixo custo; leitura visual; 
facilidade de execugao; e ampla gama de aplicagoes no diagnostico laboratorial de doengas infecciosas e nao infecciosas. 

As desvantagens referem-se a: reprodutibilidade dos lotes de reagentes; acessibilidade molecular para a interagao antlgeno- 
anticorpo; estabilidade da ligagao do antlgeno/anticorpo no suporte; diflcil automagao; impossibilidade de identificar uma classe 
especlfica de anticorpo na mesma reagao. 

Essas desvantagens tem sido superadas por muitos fabricantes, e o mercado dispoe de bons produtos utilizando variados 
tipos de microparticulas quimicamente desenvolvidas e empregando antigenos recombinantes e anticorpos monoclonais. Essas 
caracterlsticas tem aumentado a sensibilidade e a especificidade dos testes, muitas vezes em nlveis comparaveis aos 
imunoenzimaticos (ver Capitulo 7), o que possibilita a pesquisa contlnua do uso dessa tecnica para diagnostico rapido e com 
menor custo de doengas e microrganismos. 

Assim como nos testes de imunoprecipitagao, a proporgao ideal de concentragao de anticorpo e de antigeno e fator 
interferente, ou seja, ensaios utilizando proporgoes fora da zona de equivalencia geram resultados falso-negativos, por nao haver 
a formagao de agregados suficientemente grandes para serem detectados (ver Capitulo 5, Figura 5.1). 

A visualizagao da aglutinagao depende do tamanho dos agregados formados; dessa forma, a estrutura molecular do 
anticorpo empregado para detectar o antigeno ou o anticorpo influencia diretamente a reagao de aglutinagao. Embora todas as 
imunoglobulinas, por serem bivalentes quanto a fungao de anticorpos, sejam eficientes para promover a aglutinagao, a IgM, por 




ser pentamerica, apresenta maior eficiencia. Apesar disso, a tecnica nao diferencia a classe do anticorpo aglutinante. Ate o 
desenvolvimento dos testes imunoenzimaticos de captura de IgM (ver Capftulo 7) na hemaglutinagao, utilizava-se o tratamento 
da amostra com 2-mercaptoetanol, um potente agente redutor que, em quantidades ideais e tempo adequado de agao, 1% por 30 
min, atua sobre a cadeia J da IgM (ver Capftulo 2), reduzindo a atividade aglutinante. A tecnica era executada simultaneamente 
com amostra tratada e nao tratada, e o resultado indicava possfvel presenca de IgM quando o soro tratado apresentava 
reatividade menor de, pelo menos, dois tftulos, que o soro sem tratamento. 

Tecnicas de aglutinagao 


■ Aglutinagao direta 

Teste no qual o antfgeno faz parte naturalmente da celula cuja aglutinacao sera promovida por anticorpos contra esses 
antfgenos. Sao exemplos comuns da utilizagao de anticorpos especfficos a idcritificacao de antfgenos eritrocitarios na tipagem 
sangufnea e a sorotipagem de bacterias (Figura 6.1). Tambem e direta a aglutinacao de hemacias revestidas de autoanticorpos 
(anemias autoimunes) por anticorpos anti-Ig (soro de Coombs; ver Capftulos 27 e 30). 

Celulas bacterianas tambem podem ser utilizadas como antfgeno para pesquisa de anticorpos em amostras de soro de 
pacientes, como na leptospirose, na brucelose e na salmonelose (ver Capftulo 16). No passado, tambem estiveram disponfveis 
testes de aglutinacao direta para anticorpos anti -Toxoplasma e an t i - T 'rypa n o so in a, empregando os respectivos protozoarios 
formolizados como antfgenos, mas a baixa sensibilidade desses metodos e a necessidade de grande quantidade de parasitas 
fizeram com que os testes fossem descontinuados. A pesquisa de crioaglutininas, um dos marcadores laboratoriais de mielomas 
e algumas doengas autoimunes, e outro exemplo de teste de aglutinagao direta utilizando hemacias humanas O Rh negativo 
como antfgeno. 

A pesquisa de anticorpos heterofilos da classe IgM, presentes em elevadas concentrates na fase aguda da mononucleose 
infecciosa causada pelo Epstein-Barr virus, emprega antfgenos heterofilos constituintes de hemacias frescas de carneiro (teste de 
Paul-Bunnell-Davidsohn) ou formolizadas de cavalo (teste de Hoff-Bauer; ver Capftulo 19). 

Os testes de aglutinagao direta geralmente sao feitos em tubos, incubando amostras de soro em diluigoes seriadas frente a 
concentragao constante de suspensao de celulas (antfgeno). Apos o perfodo de incubagao de 30 a 90 min, observa-se a formagao 
de agregados visfveis. Tambem se pode usar o recurso de corar as celulas bacterianas e realizar o teste em laminas ou placas. 

Os testes que utilizam hemacias como celulas antigenicas tambem podem ser chamados de hemaglutinagao direta, como e 
a tipagem sangufnea de antfgenos eritrocitarios e a pesquisa de anticorpos heterofilos na mononucleose infecciosa. 

■ Inibicao da aglutinagao direta 

Teste no qual se aplica a propriedade de alguns antfgenos virais aglutinarem espontaneamente determinados tipos de hemacias. 
O ensaio e util para identificar a p re sene a de anticorpos inibidores dessa aglutinagao no soro do paciente com a infeegao. 



Ac especifico 


Ag 


Figura 6.1 Aglutinagao direta: anticorpos especfficos aglutinam as celulas bacterianas insoluveis, ligando-se aos determinantes 
antigenicos apresentados na superffeie bacteriana. 

Esse teste tambem pode ser denominado inibigao da hemaglutinagao direta, e o antfgeno viral e chamado hemaglutinina. A 
metodologia e empregada na deteegao de anticorpos contra o virus da rubeola, sarampo, influenza e enterovirus, entre outros, e 
geralmente nao permite distinguir anticorpos das classes IgG e IgM. Entretanto, pode ser indicativo de IgM se a amostra for 




tratada com 2-mercaptoetanol e houver redugao de, pelo menos, dois tftulos da inibigao da hemaglutinagao em relag ao ao soro 
nao tratado. 0 teste ocorre em duas etapas: 

• Incubagao do soro em diluigoes seriadas com a solugao antigenica contendo antfgeno viral em concentragao definida e 
padronizada 

• Adigao de suspensao de hemacias, adequadas para a hemaglutinina viral, seguido de nova incubagao. 

A presenga de anticorpos especificos para o antfgeno existente no sistema forma imunocomplexos que impedem que o antfgeno 
desempenhe a caracterfstica de aglutinar as hemacias (Figura 6.2). 

■ Aglutinagao indireta ou passiva 

Teste que emprega a absorgao de anticorpos ou de antfgenos soluveis proteicos ou polissacarfdios na superffcie de 
micropartfculas inertes (suporte) que nao interferem na interagao antfgeno-anticorpo, como plasticos, gelatina, carvao e 
hemacias formolizadas e taninizadas de aves e de cameiro. 

Um suporte muito utilizado sao micropartfculas de poliestireno, chamadas latex, homogeneas quanto ao tamanho, com a 
vantagem de permitir realizar testes rapidos de aglutinagao em laminas ou placas planas e com leitura em minutos. 

Suportes com antfgeno adsorvido sao usados na pesquisa de anticorpos especificos (Figura 6.3 A), enquanto o teste com 
suporte revestido de anticorpos, conhecido como aglutinagao reversa, e comumente empregado na determinagao 
semiquantitativa de analitos de significado clfnico, por exemplo, a protefna C reativa e a gonadotrofina corionica na urina (teste 
de gravidez). Ainda podem ser utilizados na pesquisa de antfgenos bacterianos em lfquido cefalorraquidiano, antfgenos virais 
em fezes e cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente em secregoes corporeas (Figura 6.3 B). Devido a ampla 
empregabilidade dessa tecnica, novas pesquisas tem organizado esforgos para desenvolver testes comerciais para doengas 
parasitarias como doenga de Chagas e leishmaniose visceral. 

As micropartfculas de poliestireno (latex) sao esfericas, com aproximadamente 0,8 pm de diametro, com cargas negativas 
que facilitam a adsorgao estavel de protefnas e, portanto, de antfgenos e imunoglobulinas. Como o poliestireno e um polfmero 
plastico sintetico, pode ser produzido na forma colorida (azul, verde, vermelho, amarelo), o que facilita a visualizagao do 
agregado. 

A aglutinagao do latex pode ser observada a olho nu em cerca de 2 a 3 min, mas tambem podem-se empregar metodos 
automatizados (ver Capftulo 8) quantitativos, como a absorgao (turbidimetria) ou a dispersao da luz (nefelometria), melhorando 
a sensibilidade do teste. A automagao baseia-se na perda de luz refletida pela superffcie de uma partfcula aglutinada, 
diretamente proporcional ao diametro da partfcula de latex, que, nesse caso, possui menor tamanho do que no teste visual. 
Existem no mercado espectrofotometros que permitem utilizar micropartfculas de 0,1 pm mensuradas a 580 nm e 
micropartfculas de 0,2 pm mensuradas a 980 nm. 


o 



Hemaglutinina 
Ag viral 




Amostra 
negativa para 
anticorpos 


Hemacias 


Presenga de aglutinagao 
(teste negativo) 


A 




Antigeno 



Hemacias 


Ausencia de aglutinagao 
(teste positivo) 


B 


Amostra 
positiva para 
anticorpos 


Figura 6.2 Inibigao da hemaglutinagao direta. A. Aglutinagao indica ausencia de anticorpos. B. Ausencia de aglutinagao indica a 
presenga de anticorpos. 



Figura 6.3 Aglutinagao indireta. A. Com antigeno ao suporte inerte (microparticulas) produz imunocomplexos com o anticorpo 
especffico (amostra) formando agregados visfveis. B. Com anticorpo adsorvido as microparticulas, permite detectar o antigeno 
(molecula) especlfico na amostra com a formagao de aglutinado visivel. 

■ Microaglutinacao 

Tecnica realizada em meio lfquido, em pequenos volumes, sendo comum o ensaio em microcavidades de placas plasticas. A 
aglutinagao resultante da formagao de imunocomplexos acontece em meio lfquido e Simula partfculas em suspensao (malha de 
tapegaria ou tapete), enquanto, apos certo periodo, as partfculas nao aglutinadas (teste negativo) sedimentam no fundo da 
microcavidade, parecendo um botao. 

Na microaglutinagao sao utilizadas hemacias formolizadas (hemaglutinagao) ou microparticulas de gelatina em diferentes 
cores (Serodia®, Fujirebio INC). Estas ultimas usam microparticulas com nanometros de diametro, o que aumenta muito a area 
onde se ligam antfgenos (inclusive recombinantes), tornando a sensibilidade do ensaio semelhante a dos testes 













imunoenzimaticos. A empresa deu-lhes o nome de particle agglutination (PA) e desenvolveu testes para uso em triagem de 
doadores de sangue, pesquisa de anticorpos anti-HIV, anti-HTLV, anti-HCV etc. Para facilitar a identificagao dos diferentes 
ensaios, em cada um deles sao usadas particulas de cor diferente, por exemplo, o teste para anti-HCV usa microparticulas 
roseas. 

Na hemaglutinagao, sao usadas hemacias de aves e de mamiferos, que, apos tratamento com acido tanico, ex poem cargas 
residuais e, na presenga de glutaraldeido (agente polimerizador), adsorvem proteinas e glicoproteinas com elevada afinidade, o 
que lhes confere estabilidade. O teste pode ser executado em laminas ou em placas de microcavidades de fundo em “U” ou “V”, 
incubando-se a amostra de soro nao diluido, ou em diluigoes seriadas com a suspensao de hemacias sensibilizadas com o 
antigeno. A agitacao da placa ou da lamina permite a interagao do anticorpo com dois antigenos fixados em hemacias distintas, 
utilizando a caracteristica de bivalencia do anticorpo. 

O teste positivo em lamina e observado pela fomiacao de grumos visiveis a olho nu. Quando se emprega a placa de 
microcavidades, observa-se a formagao de um manto ou tapete, composto pela malha de imunocomplexos antigenoanticorpo e 
que impede o deposito das hemacias, pela forga da gravidade, no fundo da microplaca. O teste pode ser semiquantitativo pela 
titulagao de anticorpos utilizando diluigoes seriadas da amostra (Figura 6.4). 

A leitura e observada geralmente apos periodos de 30 a 90 min de incubagao, tempo necessario para que as hemacias nao 
aglutinadas sedimentem no fundo da placa. Adicionalmente ao ensaio-teste, deve-se realizar teste-controle, o qual utiliza celulas 
nao sensibilizadas com a finalidade de verificar se na amostra ha anticorpos heterofilos que interagem com antigenos da celula e 
nao com os antigenos ligados a celula, resultando em falso-positivos (ver Figura 6.4 E). 

O teste de hemaglutinagao indireta ou passiva e aplicado na detecgao de anticorpos contra uma grande variedade de 
microrganismos, como Treponema pallidum, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii etc. As hemacias estao entre os melhores 
suportes de antigenos, pois sao de facil obtengao, baixo custo, podem ser estocadas por longo periodo apos tratamento com 
formaldeido ou glutaraldeido, possuem superficie complexa que facilita a ligagao de muitos antigenos e podem ser suspensas 
em solugoes estabilizadoras que evitam re agues inespecificas sem prejudicar a capacidade de aglutinagao especifica. Por outro 
lado, tem como desvantagem a dificuldade de reproduzir lotes homogeneos de reagentes e a indesejavel necessidade de causar 
sofrimento, ainda que alguns aleguem que seja minimo, aos animais dos quais se coleta o sangue. 

Da-se preferencia a utilizagao de hemacias de aves por serem nucleadas, o que reduz o tempo do teste, pois sedimentam 
mais rapidamente. Os antigenos polissacaridios aderem de imediato as hemacias, enquanto os antigenos proteicos necessitam de 
pre-tratamento da hemacia com acido tanico ou cloreto de cromo. A tanizagao altera a superficie das hemacias quanto as cargas 
eletricas, de modo a aumentar a quantidade de proteinas adsorvidas e melhorar a sensibilidade do sistema. Os antigenos 
purificados, quando empregados, permitem produzir testes de maior sensibilidade e especificidade. Outra caracteristica do teste 
e o uso de pequenas quantidades de reagentes por ser realizado em placas de microcavidades de fundo em “U” ou “V” e por 
identificar a presenga de IgG e/ou IgM pelo pre-tratamento da amostra com 2-mercaptoetanol, que degrada as imunoglobulinas 
da classe IgM. 

■ Testes de Coombs 

Trata-se dos testes que utilizam a hemaglutinagao indireta em imuno-hematologia e sao aplicados na pesquisa e na identificagao 
de anticorpos contra antigenos eritrocitarios em casos de incompatibilidade sanguinea maternofetal, em anemias hemoliticas 
autoimunes e em provas de compatibilidade pre-transfusionais (ver Capitulos 23 e 27). Baseiam-se na capacidade do anticorpo 
de sensibilizar as hemacias, mas na incapacidade de aglutina-las. Para que ocorra a aglutinagao, e necessaria a adigao de um 
segundo anticorpo, uma antiglobulina ou soro de Coombs (anti-IgG humana). 

O teste de Coombs pode ser: direto, detectando anticorpos previamente fixados as hemacias e relevados diretamente pela 
mistura do soro de Coombs a suspensao de hemacias lavadas (Figura 6.5 A); e indireto, que detecta anticorpos sericos contra 
antigenos eritrocitarios mediante a ligagao desses anticorpos as hemacias, seguida da aglutinagao pelo soro de Coombs (Figura 
6.5 B). 
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Figura 6.4 Hemaglutinagao indireta. O antigeno adsorvido na hemacia permite a detecgao semiquantitativa de anticorpos especificos 
(A) com a formagao de um tapete (B), mostrando (C) a interagao especifica do anticorpo com o antigeno adsorvido na hemacia. O 
teste negativo apresenta-se como um botao sedimentado no fundo da placa (D). O teste controle (E) mostra a interagao inespecifica 
de anticorpos da amostra com antigenos da celula. 


■ Inibicao da aglutinagao indireta 

Para amplificar a sensibilidade do metodo de aglutinagao na detecgao de antigenos, a variante de inibigao introduz uma segunda 
etapa no ensaio. O teste consiste na adigao de antigeno soluvel a amostra contendo anticorpos visando a bloquear os respectivos 
sitios de ligagao. Quando essa mistura e colocada em contato com particulas sensibilizadas com o mesmo antigeno, a 
aglutinagao nao e observada. O anticorpo em solugao apresenta maior facilidade (acessibilidade) de interagir com os antigenos 
na amostra do que com aqueles adsorvidos as microparticulas ou celulas. A tecnica e realizada em lamina e empregada, por 
exemplo, para diagnostico de gravidez utilizando urina como amostra. Tambem e possivel misturar o anticorpo a amostra 
contendo antigenos soluveis, seguido da incubagao com particulas sensibilizadas com o anticorpo para o antigeno pesquisado na 
amostra (Figura 6.6). 

O teste recebe a denominagao de inibigao da hemaglutinagao indireta quando o suporte empregado para a adsorgao de 
antigeno ou anticorpo e a hemacia. O grau de inibigao esta relacionado a quantidade de antigeno presente na amostra e a 
afinidade do anticorpo. 


■ Floculagao 

Variante da aglutinagao indireta, ocorre quando a interagao direta de anticorpos especificos com o antigeno leva a formagao de 
imunocomplexos em meio liquido, detectaveis com auxilio de lupa ou microscopia optica. Essa tecnica e o fundamento do 
Veneral Disease Research Laboratories (VDRL), que utiliza uma suspensao antigenica alcoolica de cardiolipina, cristais de 
colesterol e lecitina, preparada em salina tamponada. E empregada para pesquisa de anticorpos anticardiolipina - chamados de 
reaginas, frequentes na sifilis (ver Capitulo 16) que, presentes na amostra, interagem com a cardiolipina da suspensao 
antigenica. Os imunocomplexos formados ficam depositados sobre os cristais de colesterol, que e refringente, produzindo 


















grumos visfveis no microscopio optico (Figura 6.7) 
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Figura 6.5 Teste de Coombs: pesquisa e identificagao de anticorpos contra antigenos eritrocitarios. A. Teste direto: detecta anticorpos 
fixados as hemacias relevados diretamente pela adigao do soro de Coombs (anti-lg). B. Teste indireto: detecta anticorpos sericos para 
antigenos eritrocitarios mediante a ligagao dos anticorpos as hemacias, seguida da aglutinagao promovida pelo soro de Coombs. C. 
Detalhe da agao do soro de Coombs. 

As amostras reagentes sao tituladas em diluicoes seriadas, e a ultima diluigao a apresentar floculagao corresponde ao ti'tulo 
do soro. Com intuito de evitar o fenomeno de pro-zona, o teste deve ser feito na triagem com a amostra sem diluir e dilufda a 
1:8, simultaneamente. Esse fenomeno acontece quando ha elevada concentracao (titulos muito elevados) de anticorpos que 
proporcionam resultados falso-negativos em ensaios com amostra pouco diluida (Figura 6.8). No Brasil, a exigencia da 
testagem simultanea da amostra pura e dilufda e determinada pelo Ministerio da Saiide, na Portaria que dispoe sobre o 
fluxograma laboratorial da sffilis - Portaria n 2 3.242, de 30 de dezembro de 2011. 1 
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Figura 6.6 Reagao de inibigao da aglutinagao indireta para pesquisa de antigenos em amostras. A. Na ausencia de antigeno na 
amostra, anticorpos especfficos interagem e promovem a aglutinagao das particulas revestidas de antigeno. B. Anticorpos especlficos 
interagem com os antigenos da amostra, ficando impedidos de interagir com o antigeno adsorvido ao suporte e inibindo a aglutinagao. 
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Figura 6.7 Floculagao (VDRL): os anticorpos interagem com o antigeno (cardiolipina) dando origem aos imunocomplexos que se 
depositam sobre cristais de colesterol formando grumos visualizados em microscopia optica. 











Figura 6.8 Fenomeno de pro-zona observado quando ha excesso de anticorpos, ou seja, ha anticorpos, mas os imunocomplexos 

formados nao alcangam tamanho visualizavel, como ocorre na zona de equivalence. O fenomeno tambem acontece se houver 

excesso de antfgenos. 
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Capitulo 7 

Imunoensaios Utilizando Conjugados 


Adelaide J. Vaz, Isabel Daufenback Machado e Edneia Casagranda Bueno 


Introdugao 

A interagao antfgeno-anticorpo in vitro nem sempre e evidenciada por um fenomeno visfvel, como precipitagao, aglutinacao ou 
lise celular. O avanco no imunodiagnostico a partir de 1950 possibilitou identificar antfgenos ou anticorpos em testes altamente 
sensfveis, empregando moleculas marcadas com compostos qufmicos definidos e detectaveis. 

As moleculas ligadas covalentemente aos compostos ligantes sao denominadas conjugado, definido como duas substancias 
ligadas covalentemente e que mantem as propriedades funcionais de ambas, por exemplo, um conjugado constituldo de 
antlgeno marcado com a enzima peroxidase continuara exibindo a antigenicidade original da molecula antigenica e a fungao da 
peroxidase de clivar peroxido de hidrogenio (H 2 O 2 ) em agua e oxigenio. Essa e uma das principais caracteristicas requeridas a 
obtengao de conjugados, uma vez que moleculas conjugadas que modificam sua fungao nao poderao ser empregadas em 
imunoensaios. 

As tecnicas podem diferir em relagao a varios fatores, como: ligante ou marcador, sistema de revelagao desse ligante, 
molecula conjugada ao ligante, origem dessa molecula e meio onde o ensaio imunologico ocorre. Como ligante e sistema de 
revelagao ou medida, tem-se: 

• Radioisotopos (radiagao) 

• Fluorocromos (fluorescencia) 

• Substancias luminescentes, biologicas ou quimicas (luminescencia ou glow de luz) 

• Enzimas com substratos cromogenicos (imunoenzimaticos) 

• Enzimas com substratos fluorigenicos (fluorimetria) 

• Enzimas com substratos luminescentes (quimiluminescencia). 

A molecula conjugada pode ser uma protema, antfgenos, imunoglobulinas ou haptenos. Os antfgenos podem ser 
representados por moleculas derivadas de patogenos, hormonios, marcadores celulares, marcadores tumorais, entre outros. Os 
anticorpos podem ser de origem policlonal ou monoclonal. Como haptenos, tem-se uma vasta categoria de moleculas organicas. 

A fonte e o grau de pureza dessas moleculas influencia a eficiencia dos testes, que podem ser realizados em fase solida 
(sistema heterogeneo ) ou em meio lfquido ( sistema homogeneo ). 

Juntamente com o enorme avango ocorrido na tecnologia de marcagao e detecgao de moleculas, tambem a area de 
desenvolvimento de equipamentos forneceu diferentes sistemas de automagao. Assim, para os testes utilizando conjugados, 
estao disponfveis equipamentos que realizam as etapas de pipetagem, incubagao, leitura e processamento de dados (ver Capitulo 
8 ). 

Tecnicas e ensaios utilizando conjugados-ligantes 
■ Fluorescencia 

Nos testes de imunofluorescencia, sao empregados conjugados constitufdos de anticorpos ou antfgenos ligados covalentemente 
a moleculas reveladoras denominadas fluorocromos, que absorvem luz em comprimento de onda baixo com elevada energia e a 





emitem em comprimento de onda maior com menor energia, fenomeno conhecido como fluorescencia. A absorpao de luz por 
uma molecula de fluorocromo eleva o nivel de energia dos seus eletrons, que, ao retornarem ao estado basal, emitem 
fluorescencia de comprimento de onda maior do que o da fonte excitadora original. Se o comprimento de onda de emissao e da 
regiao do visivel, pode-se visualizar a estrutura celular fluorescente na qual houve a ligapao do conjugado. De qualquer 
maneira, equipamentos com detector de fluorescencia podem medir a emissao de luz em variados comprimentos de onda. Os 
testes de imunofluorescencia podem ser classificados de acordo com o componente marcado (antigeno ou anticorpo), pelo 
metodo (competitivo ou nao competitivo) ou por serem homogeneos ou heterogeneos. 

O termo fluoroimunoensaio pode ser utilizado quando os componentes marcados sao o antigeno ou uma anti- 
imunoglobulina (anti-Ig) para a pesquisa de anticorpo na amostra, enquanto imunofluorimetria e o termo mais recomendado 
para ensaios em que o anticorpo e marcado para a pesquisa e a dosagem quantitativa de moleculas antigenicas na amostra. As 
tecnicas que utilizam antigenos particulados que devem ser visualizados em microscopia sao chamadas testes de 
imunofluorescencia. 

O fluorocromo em geral empregado nas reaches de imunofluorescencia e o isotiocianato de fluoresceina, mas tambem 
podem ser utilizados lisamina-rodamina B, 4’-6’-diamino-2fenil-indol, vermelho Texas e ficoeritrina, cada um deles com 
emissao de cor em comprimentos de onda diferentes, uteis em testes de identificapao simultanea de marcadores celulares, como 
nas tecnicas de imunofenotipagem utilizando citdmetro defluxo (ver Capitulo 12). 

Imunofluorescencia 

Nas tecnicas de imunofluorescencia, a leitura final do ensaio e realizada em microscopio de fluorescencia, composto por fonte 
de luz de alta intensidade (lampada de quartzo-halogenio), filtros de excitapao para o fluorocromo e filtros de barreira que 
removem interferentes e garantem a transmissao eficiente da luz emitida. As lampadas de quartzo podem ser ligadas sem 
necessidade de resfriamento, sao baratas e nao perdem a eficiencia com a utilizapao, vantagens importantes sobre as antigas 
lampadas de mercurio (Figura 7.1). 

O microscopio pode ser de epiluminagao ou de transluminagao. Os microscopios de epiluminapao apresentam vantagens 
por permitirem a combinapao entre fluorescencia com luz transmitida e/ou contraste de fase, alem da troca de filtros para exame 
de amostras coradas com mais de um fluorocromo com comprimentos de onda diferentes. A principal desvantagem da 
transluminapao e que os raios luminosos de baixo comprimento de onda podem atingir a ocular e causar alguma lesao de retina 
do operador, motivo pelo qual esses microscopios foram transformados em fonte de epiluminapao. Dentre os reagentes e 
insumos utilizados nas reapoes de imunofluorescencia destacam-se: 

• Anticorpos marcados, obtidos de preparapoes purificadas de gamaglobulina de elevada especificidade, monoclonais ou 
policlonais 

• Antigenos ou amostras fixados a lamina de microscopia, que deve ser de silica (vidro) nao fluorescente e de espessura minima 

• Uso de glicerina alcalina, cujo pH de 8,5 determina a maxima intensidade na emissao de fluorescencia, para montagem da 
preparapao sob laminulas finas 

• Azul de Evans ou vermelho Congo, corantes de fundo que facilitam a visualizapao da fluorescencia. 

As tecnicas de imunofluorescencia ainda sao empregadas na rotina laboratorial, mas estao pouco a pouco sendo 
substituidas por testes imunoenzimaticos, principalmente devido a necessidade de microscopia, subjetividade de leitura e 
impossibilidade de automapao. 

Tipos de testes 

■ Imunofluorescencia direta. E caracterizada pela detecpao do antigeno diretamente em celulas ou tecidos, intracelular ou 
de membrana, utilizando um anticorpo especifico marcado com fluorocromo. A limitapao da tecnica restringe-se a necessidade 
de um conjugado para cada antigeno que se deseja identificar ou localizar (Figura 7.2 A). A imunofenotipagem de celulas 
utilizando o citometro de fluxo tambem e considerada imunofluorescencia direta (ver Capitulo 12). 

■ Imunofluorescencia indireta. Utiliza um anticorpo anti-Ig marcado com fluorocromo para detectar anticorpos que se 
fixaram em antigenos celulares ou particulados. A especificidade do conjugado permite identificar diferentes classes de 
anticorpos nas amostras, como anti-IgG ou anti-IgA. Uma variapao dessa metodologia baseia-se na incubapao de celulas ou 
tecidos com anticorpo especifico contra o antigeno a ser detectado, revelado na sequencia pela adipao de anti-Ig marcada. Em 
relapao a imunofluorescencia direta, apresenta como vantagens maior sensibilidade e alternativa de utilizapao do mesmo 
conjugado para varios sistemas (ver Figura 7.2 B). 



A - lampada de halogenio 
B - lentes coletoras de raios luminosos 
C - filtros excitadores 
D - espelho de interferencias 
E - preparagao (lamina) 

F - condensador de campo escuro 
G - filtro barreira 


- Radiagao de comprimento de onda longo 

-Radiagao de comprimento de onda curto 

Figura 7.1 Esquema do microscopio de fluorescencia com epiluminagao. 

Fluoroimunoensaios (imunofluorimetria) homogeneos 

O termo fluoroimunoensaio e utilizado quando os componentes marcados com fluorocromos (conjugados) sao o antfgeno ou 
uma anti-Ig para a pesquisa de anticorpo ou antfgeno na amostra. Os testes sao homogeneos, de uma unica etapa, nos quais a 
amostra e os reagentes sao homogeneizados em uma cubeta ou tubo e a leitura e realizada em seguida, sem necessidade de 
lavagens. A tecnica de fluorescencia polarizada (FPIA, fluorescence polarization immunoassay ) e a mais usada, mostrando-se 
util para determinar a conccntragao de alguns haptenos. 

Tipos de testes 

FLUORESCENCIA POLARIZADA 

A polarizagao da fluorescencia e o produto da reacao entre a orientagao molecular e a absorgao e emissao de fluorescencia do 
fluorocromo presente em uma solugao. Quando o fluorocromo esta ligado a moleculas pequenas, haptenos, essa polarizagao e 
mantida. A metodologia e utilizada para quantificar farmacos terapeuticos e outros haptenos em amostras e e um dos exemplos 
de sistema homogeneo de ensaio imunologico, pois o teste ocorre em uma unica etapa em solugao, sem necessidade de fase 
solida e lavagens. 

A molecula marcada como o fluorocromo deve ser de baixo peso molecular, por isso o metodo e util para medicamentos e 
protefnas de baixo peso molecular, mas nao para hormonios e marcadores tumorais de peso molecular elevado, pois moleculas 








































grandes nao conseguem fazer o movimento de rotagao no intervalo de tempo da emissao da fluorescencia. 
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Figura 7.2 Esquemas dos testes de imunofluorescencia direta (A) e imunofluorescencia indireta (B). 

O metodo de ligagao competitive! e muito usado, no qual o hapteno da amostra compete com o hapteno marcado 
(conjugado) pelos sitios combinatorios do anticorpo especifico. Se houver muito antigeno (hapteno) na amostra, os anticorpos 
serao ocupados e o reagente hapteno-marcado (conjugado) livre em solugao movimenta-se rapidamente ao acaso e, quando 
excitado, emite menos luz polarizada. No caso de nao haver hapteno na amostra, o conjugado marcado e que se ligara ao 
anticorpo especifico, formando um imunocomplexo molecular de tamanho grande, cuja movimentagao se torna mais lenta. 
Apos excitagao do fluorocromo, a luz emitida estara mais polarizada. A polarizagao detectada e inversamente proporcional a 
quantidade de antigeno nao marcado (hapteno) na amostra e que competiu com o antigeno marcado (Figura 7.3). 

SUBSTRATE-LABELLED FLUORESCENT IMMUNOASSAY 

E menos usual e emprega tres reagentes basicos: anticorpos especificos para o antigeno (hapteno) que esta sendo pesquisado na 
amostra; enzima galactosidase: antigeno ligado ao substrato fluorogenico betagalactosil-umbelilferil-fosfato. 

Os anticorpos podem se ligar ao antigeno da amostra, se estiver presente, ou ao antigeno marcado com o substrato. Nesse 
teste, o antigeno tambem deve ser de baixo peso molecular, ou seja, um hapteno. 

Quando a amostra nao contem hapteno, os anticorpos livres ligam-se ao hapteno conjugado com o substrato. Como a 
imunoglobulina tem elevado peso molecular, no imunocomplexo formado, o substrato ficara inacessivel a agao da enzima por 
impedimento esterico, e nao havera formagao do produto fluorescente (umbelilferona). 

Ja na presenga do hapteno na amostra ocorre a ligagao dos anticorpos ao antigeno (hapteno) da amostra, e o conjugado 
(hapteno-substrato) ficara livre e sera clivado pela enzima betagalactosidase, formando o produto fluorescente. A intensidade de 
fluorescencia pode ser medida e e proporcional a quantidade de hapteno na amostra. 

Como esse teste utiliza tambem uma enzima (galactosidade), alguns autores classificam-no como teste imunoenzimatico, 
enquanto outros preferem chama-lo de teste fluorescente, considerando que o produto formado e fluorescente. 




■ Radioimunoensaio 

O radioimunoensaio (RIE) foi a primeira tecnica imunologica padronizada capaz de detectar e quantificar substancias presentes 
em amostras com limite de detecgao da ordem de picogramas, portanto, capaz de determinar a presenga de hormonios. O 
primeiro teste foi descrito para quantificar insulina em amostras humanas por Yalow e Berson 1 , em 1960, e a metodologia foi 
amplamente adaptada para outros hormonios na decada seguinte. Somente na decada de 1990 surgiram os testes de 
quimiluminescencia com maior sensibilidade. 

O RIE emprega moleculas de antlgeno ou anticorpo marcadas com radioisotipos. O termo radioimunoensaio em geral e 
utilizado na denominagao de ensaios com antlgeno marcado do tipo competitivo, enquanto os ensaios com anticorpos marcados, 
do tipo sandulche, sao conhecidos como imunorradiometricos (IRMA, immunoradioradiometric assay). O 125 I e radioisotopo, 
liga-se facilmente a reslduos de tirosina das protelnas e e comumente empregado devido a meia-vida de 57,5 dias. 
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Figura 7.3 Esquema do FPIA mostrando resultados de amostras positiva e negativa. 

A quantificagao do componente pesquisado e determinada pela contagem do material radioativo presente na reagao. Para a 
contagem de radiagoes alfa e beta emprega-se contador de cintilagoes, e nas radiagoes gama em geral e utilizado contador gama 
de cristal solido. Ambos os tipos de teste, RIE e IRMA, permitiram a padronizagao de tecnicas de quantificagao de protelnas, 
hormonios e marcadores tumorais presentes em concentragoes inferiores a nanogramas e, portanto, nao detectaveis pelos testes 
de aglutinagao e precipitagao existentes a epoca. 

A meia-vida dos reagentes utilizados, o risco operacional e a necessidade de medidas especiais e de elevado custo de 
biosseguranga e descarte de material levaram a substituigao gradual dessa metodologia por tecnicas que empregam reagentes de 
maior estabilidade e sem riscos, como a quimiluminescencia e a eletroquimiluminescencia (ver Capltulo 8). 


















Tipos de radioimunoensaio para quantificagao de moleculas (antfgenos) 


Competigao com anti'geno marcado 

Teste no qual o antfgeno a ser detectado na amostra compete com o antfgeno radiomarcado, pelos sftios combinatorios da 
molecula de anticorpos fixados na fase solida, em uma linica etapa, seguida de lavagens e leitura. Como e um teste de 
competigao, a concentracao da molecula antigenica na amostra e inversamente proporcional a leitura de radioatividade (Figura 
7.4 A). Empregando pad roes de concentracao conhecida, e construfda a curva-padrao, e a concentracao de cada amostra e 
determinada analiticamente. 

Competigao com anticorpo marcado 

Variapao tambem empregada para quantificapao de moleculas antigenicas. Nesse metodo, utilizam-se anticorpos marcados com 
o radioisotipo para competigao com o antfgeno presente na amostra e o antfgeno fixado a fase solida na mesma etapa de 
incubagao. Quanto maior a quantidade de antfgeno na amostra, maior a ligagao dessas moleculas ao anticorpo, formando 
imunocomplexos que serao retirados pela lavagem e reduzindo a leitura de radioatividade (ver Figura 7.4 B). 

Sanduiche (captura de anti'geno) 

Metodo em duas etapas, no qual o anticorpo fixo na fase solida captura especificamente o antfgeno da amostra e, apos lavagens 
para retirada dos componentes nao especfficos, o imunocomplexo e revelado por um segundo anticorpo especffico marcado, 
formando o sanduiche. A especificidade desse segundo anticorpo pode ser diferente daquela do fixado ao suporte, ou seja, ser 
contra um epftopo distinto, conferindo especificidade imunoqufmica a metodologia (ver Figura 7.4 C). Esse teste tambem e 
chamado de IRMA e utiliza excesso de anticorpos na fase solida e no conjugado. 
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Figura 7.4 RIE para quantificagao de antigenos em amostras: competitive com antigeno marcado (A), competitivo com anticorpo 
marcado (B), sandufehe ou captura de antigeno (C). 

Tipos de radioimunoensaio para deteegao de imunoglobulina IgE 

Quando o RIE surgiu, varias tecnicas ja eram utilizadas para detectar anticorpos IgG e IgM em amostras de soro (ver Capftulo 
5). No entanto, esses testes nao possuem sensibilidade para deteegao de IgE total ou especlfica para algum alergenio (ver 
Capftulo 30). 

Com a padroni zagao dos testes paper radioimmunosorbent test (PRIST) e radioallergosorbent test (RAST), foi possfvel 
disponibilizar para o laboratorio clfnico um metodo simples para estudo das alergias. Essas versoes usando radioisotopos cafram 
em desuso com as tecnicas imunoenzimaticas utilizando substratos que emitem sinal amplificado, luminescencia ou 
fluorescencia, o qual pode ser mensurado por equipamentos na automagao. Tambem a quimiluminescencia e a 
eletroquimiluminescencia puderam substituir o PRIST e o RAST. 

Curiosamente, embora o nome RAST ja nao mais se aplique, ainda e comum encontrar solicitagoes medicas utilizando essa 
terminologia com o objetivo de solicitar pesquisa de IgE antialergenios. 

Paper radioimmunosorbent test 

As imunoglobulinas humanas da classe IgE da amostra interagem com o anticorpo anti-IgE humana fixado a fase solida, que, no 
teste original, era uma membrana de celulose, semelhante a uma folha de papel, e originou o nome do teste. Apos a lavagem 
para retirada dos componentes em excesso, a IgE da amostra e revelada por um segundo anticorpo anti-IgE humana marcado 
com o radiosotopo, que e entao adicionado a reagao. A leitura para quantificagao do material radioativo presente e realizada 
apos a lavagem, que tem por objetivo retirar o excesso de anti-IgE marcada. A determinagao da concentragao de IgE total 
presente na amostra ocorre pelo calculo que relaciona matematicamente os valores obtidos com curva-padrao. 

Radioallergosorbent test 

A IgE especffica reage com o alergenio fixado ao suporte, sendo revelada pela anti-IgE radiomarcada que e adicionada apos a 
lavagem. A leitura ocorre apos outra etapa de lavagem para a retirada da anti-IgE marcada em excesso. Os resultados obtidos 
sao relacionados com curva-padrao para a determinagao da concentragao de IgE especffica na amostra, mostrando boa 
correlagao com a clfnica do paciente alergico. Essa quantificagao auxilia a monitorar a evolugao terapeutica e natural do 
processo alergico. 

Autorradiografia 

Ensaio que utiliza antigeno ou anticorpo marcado com radioisotopo para a deteegao da interagao antfgeno-anticorpo em 
metodologias artesanais, com revelagao do imunocomplexo (preparado) com emulsao fotografica. Essa tecnica foi substitufda 
pelo immunodot, que utiliza conjugados enzimaticos e revelagao do imunocomplexo na forma de mancha colorida. Apesar 
disso, a autorradiografia ainda e utilizada em tecnicas de biologia molecular para deteegao de acidos nucleicos. 

■ Ensaios imunoenzimaticos 

Tambem chamados de enzimaimunoensaios, sao tecnicas que permitem medidas quantitativas diretas da interagao antfgeno- 
anticorpo por medida de atividade enzimatica sobre um substrato. A metodologia tem substitufdo o RIE devido a comparavel 
sensibilidade, estabilidade e descarte dos reagentes, e possibilidade de utilizagao em grande variedade de sistemas de deteegao 
sem as exigencias que existem no manuseio de radioisotopos. A enzima utilizada no ensaio deve apresentar: 

• Elevada especificidade 

• Facilidade de obtengao na forma purificada 

• Facil conjugagao a antigenos, anticorpos e haptenos, sem o comprometimento da atividade e interferencia na conformagao 
espacial dos sftios ativos da molecula 

• Produto da reagao estavel, de facil quantificagao, com alto coeficiente de extingao molar e que facilite a deteegao de pequenas 
quantidades de enzima 

• Estabilidade 

• Custo acessfvel. 

Os substratos cromogenicos devem ser estaveis, atoxicos, de baixo custo e produzir uma substancia soluvel de cor 
mensuravel ou visfvel. 


Os enzimaimunoensaios podem ser classificados em homogeneos e heterogeneos. 

Nos ensaios homogeneos , a atividade enzimatica e alterada como parte da interagao imunologica, nao havendo necessidade 
de separagao dos reagentes marcados livres daqueles ligados, ou seja, nao apresentam etapas de lavagem. A metodologia e 
rapida, de facil execugao, adaptavel a diferentes graus de automagao e usados para a detecgao de haptenos e medicamentos, a 
semelhanga da FPIA. As enzimas comumente utilizadas em ensaios homogeneos sao lisozima, malato-desidrogenase, glicose-6- 
fosfato desidrogenase (G6 PDH), ribonuclease A e betagalactosidase. 

Imunoensaios enzimaticos homogeneos 

Enzyme-multiplied immunoassay technique 

E um ensaio homogeneo utilizado para determinar medicamentos (haptenos) em amostras. O metodo utiliza dois reagentes: 
anticorpos especificos anti-hapteno e hapteno ligado a uma enzima (conjugado). O conjugado hapteno-enzima mantem sua 
atividade enzimatica intacta e consegue clivar substrato especffico. 

Quando o anticorpo esta livre, ele consegue se ligar ao conjugado hapteno-enzima e a inativagao da enzima ocorre por 
impedimento esterico ou por alteragao na sua conformagao, nao havendo modificagao do substrato (Figura 7.5). Quanto maior a 
concentragao do hapteno na amostra, menor o numero de moleculas de anticorpo disponiveis para ligar ao hapteno-enzima. Se 
este fica livre, havera agao enzimatica sobre o substrato, formando um produto mensuravel. Assim, a quantidade do produto 
formado e inversamente proporcional ao hapteno (farmaco) presente na amostra. 

A enzima ideal nao deve estar presente na amostra e sua agao sobre um substrato deve ser facilmente detectavel. Ela 
tambem deve reter sua atividade depois de ligada ao hapteno, manter estabilidade nesse conjugado, e, principalmente, ter sua 
atividade modulada pela presenga do anticorpo anti-hapteno. G6 PDFI obtida de bacterias ( Leuconostoc mesenteroides) atende 
esses requisitos e tem como substrato a nicotinamida adenina dinucleotidio (NAD), que e convertida a NAD hidroxido 
(NADFI), mensuravel em espectrofotometria a 340 nm. A G6 PDH de amostras humanas usa NAD fosfato (NADP) como 
substrato, nao havendo, assim, interferencia da amostra. 

O ensaio substrate-labelled fluorescent immunoassay (SLFIA) tambem pode ser considerado como teste imunoenzimatico, 
aqui classificado como fluoroimunoensaio homogeneo, considerando que o produto formado e fluorescente. 

Imunoensaios enzimaticos heterogeneos 

Sao ensaios nos quais a atividade enzimatica nao e alterada como parte da interagao imunologica, sendo necessario separar os 
reagentes marcados (conjugados) que se ligam a fase solida daqueles que ficam livres. Isto e, sao necessarias etapas de lavagens 
que retiram os componentes nao ligados e uma fase solida na qual sao fixados os componentes que participam da interagao. 

A metodologia e empregada para detectar moleculas maiores, e as enzimas mais usadas, que podem ser conjugadas por 
varios processos e reveladas por diferentes substratos, sao a peroxidase e a fosfatase alcalina, sendo ainda utilizadas as enzimas 
betagalactosidase, glicose-oxidase, amilase, anidrase carbonica e acetilcolinesterase. Os substratos empregados devem ser 
especificos para a agao enzimatica, mas frequentemente se utilizam dois ou mais componentes, um substrato propriamente dito 
e outro que sofre agao do produto resultante da agao enzimatica sobre o substrato (cromogeno), resultando em um produto 
detectavel (colorido). 
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Figura 7.5 Enzyme-multiplied immunoassay technique (EMIT): anticorpos podem inibir a atividade enzimatica do conjugado antigeno- 

















enzima por impedimenta esterico ou alteragao de conformagao, e a enzima nao podera atuar sobre o substrata. Ac: anticorpos; Ag-E: 
antfgeno-enzima; S: substrata. 

ELISA 

O imunoensaio enzimatico (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay ) foi desenvolvido nos anos de 1970 e muito difundido 
comercialmente a partir de 1985, com o ensaio para anticorpos anti-HIV (a epoca, chamado de anti-HTLV III). 

E o ensaio mais comumente empregado nos laboratories e baseia-se na imobilizagao de um dos componentes, antlgeno ou 
anticorpo, em fase solida, e na utilizagao de um conjugado, que tambem pode ser antlgeno ou imunoglobulina, ligado a uma 
enzima, com a preservagao da atividade enzimatica e imunologica. Como o substrato forma um produto colorido, a alteragao de 
cor e monitorada visualmente ou por meio de espectrofotometro, que determina a relagao entre a intensidade da cor e a 
quantidade do que esta sendo analisado na amostra. O ELISA apresenta: 

• Elevadas sensibilidade e especificidade 

• Rapidez e custo baixo 

• Objetividade de leitura 

• Possibilidade de adaptagao a diferentes graus de automagao. 

O teste e empregado para detectar antlgenos ou anticorpo em um grande numero de sistemas. Sua eficiencia depende da 
padronizagao adequada de cada uma das etapas e reagentes como concentragao ideal de cada um dos componentes, tempo de 
incubagao, concentragao ionica, proteica e pH do meio. A simples modificagao do lote de um sal utilizado em algum dos 
diluentes pode requerer a revalidagao de todas as etapas do ensaio, para garantir a reprodutibilidade do teste (ver Capltulo 10). 

FASE SOLIDA OU SUPORTE 

A fase solida nos testes imunoenzimaticos pode ser constitulda por partlculas de agarose, poliacrilamida, dextrana, poliestireno. 
Varios desses materials existem com diferentes caracterlsticas quimicas, especialmente o poliestireno, que pode ser tratado para 
maior ou menor poder de adsorgao de protelnas e ate unido a acopladores ( linkers ) para facilitar ligagoes mais especlficas com 
reslduos de agucares, por exemplo. 

Fases solidas de plasticos podem ser tratadas com produtos quimicos, expondo sltios reativos (amino-, carboxi-, hidroxi-, 
tiol-), que facilitam a ligagao de diferentes grupos quimicos. Ha varias fases solidas tratadas disponlveis comercialmente. 

O pollmero de estireno (poliestireno) possui sltios apolares hidrofobicos, que facilitam adsorgao de protelnas, e sltios 
polares hidrofllicos, que garantem a manutengao da conformagao proteica. Os sltios polares formam-se durante a moldagem na 
presenga de oxigenio, e as placas submetidas a esterilizagao por radiagao gama, quando abertas e expostas ao ar, aumentam a 
quantidade desses sltios reativos. 

Os suportes (fase solida) tambem se apresentam na forma de tubos, microplacas, partlculas, tiras, entre outros. No formato 
de micropartlculas, a etapa de lavagens devera ser feita por decantagao, centrifugagao ou adsorgao em fibra de vidro. Tambem 
podem se apresentar no formato de micropartlculas magnetizadas, revestidas de poliestireno ou celulose (fase solida) e no 
interior contendo oxido ferroso (magneto). Assim, as lavagens podem ser feitas pela captura das micropartlculas na parede do 
tubo, pela agao de Imas. 

Placas de poliestireno ou polivinil sao amplamente utilizadas e permitem a realizagao de ensaios multiplos em um unico 
suporte, podendo ser sensibilizadas com antlgeno ou anticorpo. A lavagem tambem e facilitada. Como desvantagem, a area 
onde ocorre o imunoensaio e menor do que no formato perola ou micropartlcula e, por esse motivo, raramente a placa e usada 
para ensaios de determinagao de moleculas em baixa concentragao, como hormonios e marcadores tumorais. 

Quando membrana de nitrocelulose e empregada como suporte, o teste e denominado immunodot ou dot-ELlSA, 
apresentando leitura diferenciada, uma vez que o substrato cromogenico, na presenga da enzima, forma um produto colorido 
insoluvel, na forma de uma mancha, no local onde o conjugado enzimatico esta fixado. Para o immunodot tambem podem ser 
usadas membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF), nailon ou celulose. 

A ligagao do antlgeno ou imunoglobulina a fase solida deve ser estavel e suportar as etapas e condigoes do ensaio. 
Solugoes ligantes ( coating solution ) incluem Ions, pH alcalino para poliestireno e alguns componentes protegidos por 
propriedade industrial. 

Nos ensaios in house, e suficiente o uso de solugao tamponada carbonato-bicarbonato 0,5 M, pH 8,6, mas a estabilidade da 
placa sensibilizada sera reduzida em relagao a validade comum de kits comerciais. 


AMOSTRA 


A amostra, preferencialmente soro ou plasma, deve ser processada na diluigao em que uma pequena variagao resulte em grande 
aumento da densidade optica. A amostra ideal deve ser limpida, sem hemolise e nao lipemica, conservada por ate 7 dias entre 2 
e 8°C ou congelada a -20°C, desde que evitados processos de congelamento e descongelamento frequentes (ver Capitulo 11). 

BLOQUEIO 

Apos a adsorcao da molecula (antigeno ou imunoglobulina) a fase solida, e necessario bloquear os sltios reativos remanescentes 
na fase solida, usando protema bloqueadora que nao tenha relagao com o sistema antigeno-anticorpo em estudo. Sao muito 
utilizadas solucoes de leite desnatado, caseina, gelatina e albumina. Em alguns ensaios que usam anticorpos monoclonais, a 
imunoglobulina de camundongo pode ajudar a reduzir a inespecificidade por anticorpo humano antimurino (HAMA, human 
anti-mouse antibodies', ver Capitulo 15). 

DILUENTE DA AMOSTRA 

Deve conter componentes que reduzam a adsorgao inespecifica de componentes da amostra ao suporte solido. Os componentes 
comumente empregados sao o Tween 20, detergente nao ionico, e proteinas, como leite desnatado, gelatina, albumina bovina e 
caseina, ou seja, proteinas que foram usadas no bloqueio, mas em menor concentracao. 

SOLUQAO DE LAVAGEM 

Sao usadas solucoes isotonicas, pH 6,8 a 7,5, contendo pequena concentracao de detergente nao ionico. Solugao salina 
tamponada com fosfatos pH 7,2 (PBS , phosphate buffered saline) contendo 0,01 a 0,05% de Tween 20 e bastante usual. Sais de 
fosfato ficam insoluveis a baixa temperatura e cristalizam na solugao mantida sob refrigeragao. Por isso, o pre-aquecimento da 
solugao de lavagem ate 22 a 25°C e recomendado. Geralmente e empregada a repetigao do processo de lavagem por 3 a 5 vezes, 
bem como um tempo de molho ( soaking time) de cerca de 30 a 60 s entre as lavagens, especialmente apos incubagao com o 
conjugado. 

CONJUGADOS 

Podem ser definidos como moleculas de antigenos ou anticorpos ligados covalentemente a enzima, de modo a conservar as duas 
fungoes das duas moleculas conjugadas: atividade enzimatica da enzima e antigenicidade do antigeno ou especificidade da 
imunoglobulina. Contudo, e preciso considerar que a definigao de conjugado e mais ampla: duas moleculas covalentemente 
ligadas e que preservam suas fungoes originais. Exemplos de conjugados: 

• Protema A conjugada com peroxidase. A protema A e derivada de parede bacteriana ( Staphylococcus aureus) e apresenta 
elevada afinidade pela regiao Fc da IgG humana. Assim, o conjugado ira se ligar a IgG com atividade de peroxidase para 
formar produto colorido a partir do substrato cromogenico 

• Streptavidina-peroxidase. A streptavidina tem afinidade por biotina e ira se ligar a um outro conjugado, por exemplo, hCG- 
biotina. Ou seja, dois conjugados diferentes sao usados no sistema 

• Anti-IgG conjugado a corante coloidal. Os corantes coloidais sao insoluveis em meio aquoso e formam manchas coloridas 
(formado de linhas) na fase solida onde sao capturados. 

O desempenho do conjugado e influenciado pelo metodo de conjugagao, diluentes empregados e condigoes de 
armazenamento. A quantidade ideal do conjugado no teste deve ser determinada para cada lote e cada sistema de ensaio. 

SUBSTRATOS CROMOGENICOS 

Sob agao enzimatica, originam produtos coloridos, soluveis ou insoluveis, cuja quantificagao e feita pela medida da densidade 
optica da solugao em espectrofotometro, ou pela intensidade de cor visual, ou comparada a algum padrao de referenda. O 
substrato utilizado para a enzima peroxidase e o H 2 0 2 , que pode ser empregado com diversos cromogenos ou doadores de 
hidrogenio. O cromogeno frequentemente empregado e o ortofenilenodiamina (OPD) ou tetrametilbenzidina (TMB) para obter 
coloragao soluvel (ELISA), e diaminobenzidina (DAB) ou 4-cloro-l-naftol quando o sistema requer cor insoluvel (dof-ELISA, 
immunoblot). A concentragao de H 2 0 2 e uma variavel crftica do teste, devido a estabilidade limitada. Por outro lado, a 
peroxidase e inibida na presenga de excesso de H 2 0 2 . 

Para a enzima fosfatase alcalina, o substrato cromogenico soluvel e o p-nitrofenilfosfato (NPP), e para obtengao de produto 
insoluvel e utilizado 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fostafo (BCIP) e nitroblue tetrazolio (NBT). 


SUBSTRATOS FLUORIGENICOS 


Alguns testes imunoenzimaticos utilizam substratos que, apos acao da enzima, formam compostos que emitem luz fluorescente. 
Para a enzima fosfatase alcalina, e muito utilizada a solugao de 4-metilumbelilferil-fosfato, que apos clivagem enzimatica forma 
4-metilumbeliferona, absorvendo luz a 365 nm e emitindo a 448 nm. 0 produto formado e chamado de fluoroforo e a luz 
emitida e detectada por um fluorometro. 

SUBSTRATO QUIMILUMINESCENTE 

Para ensaios imunoenzimaticos que necessitem de amplificagao do sinal (determinagao de hormonios, marcadores tumorais), 
uma opcao e o uso de quimiluminescencia sistema de revelagao. Por exemplo, a enzima fosfatase alcalina age sobre o substrato 
adamantildioexietano-fosfato, formando o anion adamantildioxietano, que e instavel, emite brilho (glow) prolongado de luz e 
pode ser mensurado por um luminometro. 

ANTIGENOS 

Conjugados ou nao a enzima, podem ser naturais, extratos brutos ou fracionados e purificados, peptidios sinteticos ou 
recombinantes (ver Capftulos 2 e 3). O grau de pureza e a acessibilidade dos epitopos sao fatores determinantes na eficiencia do 
teste. 


ANTICORPOS 

Conjugados a enzima ou nao, podem ser policlonais ou monoclonais, totais ou purificados. Tambem podem ser empregados 
fragmentos ou fragoes de imunoglobulinas. A marcagao da imunoglobulina com enzima e facilitada pela presenga de resfduos 
de agucar na fragao Fc de imunoglobulinas (ver Capftulo 2). 

RESULTADOS 

Independentemente do metodo escolhido, e necessario determinar o limite de reatividade ou cut off que permite diferenciar 
amostras positivas daquelas negativas. Os metodos frequentemente empregados para expressar os resultados sao os 
proporcionais, que empregam a razao entre os valores da amostra e um valor medio de um grupo de amostras de individuos nao 
doentes (grupo-controle), e a curva de unidade padrao, na qual os valores sao transformados em unidades que fornecem uma 
escala contmua proporcional a quantidade de anticorpo ou antfgeno presente na amostra. A escolha do limiar de reatividade 
dependera tambem dos resultados de validagao do ensaio (ver Capftulos 4 e 10). 

TIPOS DE ELISA 

O ELISA pode ser utilizado para pesquisa de antfgenos: competitivo com antfgeno marcado; competitivo com anticorpo 
marcado; e captura de antfgeno ou sandufche, alem de tambem poder ser empregado para pesquisa de anticorpos indireto e 
captura de imunoglobulina classe-especffica. 

Na Figura 7.6 sao apresentados os esquemas para cada um dos tipos de testes. Seu princfpio tem semelhanga com os tipos 
de RIE (ver Figura 7.4), mas nos testes ELISA, apos a adigao do conjugado enzimatico, e necessaria mais uma etapa de 
lavagem e a revelagao final da presenga do conjugado pela adigao do substrato cromogenico. Como a agao enzimatica e 
contmua, apos o tempo de incubagao e necessario interromper a reagao colorimetrica pela inativagao da enzima com solugoes 
acidas ou alcalinas. Nos ensaios immunodot (t/o?-ELISA) e immunoblot, essa ultima etapa consiste em lavar o excesso de 
substrato cromogenico da fase solida. 

COMPETITIVOS 

E o metodo empregado na detecgao quantitativa de antfgenos. O metodo de competigao com antfgeno marcado utiliza reagentes 
em quantidades limitadas. O anticorpo utilizado deve ligar com a mesma avidez ao antfgeno da amostra e ao antfgeno marcado. 
O resultado positivo resulta no desenvolvimento mfnimo ou na ausencia de coloragao, pois a quantidade de antfgeno conjugado 
com a enzima que se ligou ao anticorpo da fase solida e inversamente proporcional a quantidade de antfgeno na amostra (ver 
Figura 7.6 A). Esse tipo de teste e ideal para a medida de moleculas como alguns hormonios e marcadores tumorais e alguns 
antigenos de patogenos. Os ensaios competitivos, geralmente, apresentam maior especificidade e menor sensibilidade que os 
metodos nao competitivos, mas ainda devem ser levadas em consideragao a afinidade e a pureza dos reagentes empregados. 

Esse tipo de ensaio competitivo nao e adequado para moleculas muito pequenas como os haptenos, substancias psicoativas 
e peptidios, que quando conjugados a enzimas perdem sua antigenicidade por impedimento esterico, ou seja, perdem a 
acessibilidade, porque a molecula enzimatica e grande. 
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Figura 7.6 Teste imunoenzimatico para quantificagao de antfgenos em amostras: competitive com antfgeno (A) e anticorpo marcados 
(B). Teste imunoenzimatico para detecgao de anticorpos: indireto (C), captura de IgM com antfgeno marcado (D) e captura de IgM com 
anticorpo marcado (E). Representagao de resultado de urn teste ELISA (F). 

O metodo de competigao com anticorpo marcado apresenta o mesmo criterio de leitura e interpretagao que o metodo 
anterior (ver Figura 7.6 B). Ambas as variagoes do teste de competigao apresentam o mesmo principio descrito para o RIE (ver 
Figura 7.4). 


NAO COMPETITIVOS 

Sao as versoes de metodos imunoenzimaticos mais empregadas, tanto na detecgao de antfgenos quanto de anticorpos. A 
pesquisa de antfgenos utiliza diversos metodos, sendo o de captura de antfgeno o mais utilizado para antfgenos polivalentes. O 
principio desse metodo foi descrito no ensaio de captura por RIE (ver Figura 7.4). A pesquisa de anticorpos pode ser realizada 
pelo metodo indireto e de captura para imunoglobulina classe-especffica, como IgM, a mais usual, IgA e IgE. 

O metodo indireto apresenta como vantagem a utilizagao do mesmo conjugado, anti-Ig marcada com enzima, em diferentes 
sistemas. O conjugado anti-IgG humana, por exemplo, pode ser usado para a pesquisa de IgG especffica contra inumeros 
microrganismos. A amostra e incubada com o suporte contendo o antfgeno previamente fixado, permitindo a ligagao dos 
anticorpos sericos presentes na amostra, especfficos contra o antfgeno. A especificidade do teste depende da escolha do 
antfgeno. Apos a lavagem para a retirada dos componentes nao fixados, e adicionado o conjugado enzimatico anti-IgG humana, 
que se fixa as IgG ligadas ao antfgeno da fase solida. Uma nova etapa de lavagem e realizada para a retirada do conjugado nao 
ligado, seguida da adigao do substrato cromogenico para o desenvolvimento de cor proporcional a quantidade de enzima 
presente na reagao, a qual, por sua vez, e proporcional a quantidade de anticorpo presente na amostra. A reagao enzimatica e 
intenompida pelo acrescimo de solugao acida ou alcalina e a leitura e realizada em espectrofotometro no comprimento de onda 
adequado para o cromogeno utilizado (ver Figura 7.6 C). 

O metodo de captura de imunoglobulinas classe-especfficas apresenta elevada sensibilidade, impedindo a interferencia da 
IgG especffica, que esta sempre presente em maior concentragao que os demais isotipos de imunoglobulinas, reduzindo assim 
resultados falso-negativos. Os resultados falso-positivos podem ocorrer devido a ligagao do fa tor reumatioide 
(IgG/IgM/IgA/IgE anti-IgG) com o conjugado ou com a IgG especffica e depois com o conjugado. Esse efeito pode ser 
minimizado utilizando antfgeno, complexo antfgeno-anticorpo ou fragmentos F(ab ’)2 marcados com enzima na sequencia do 
teste. 

No teste para detecgao de anticorpos especfficos da classe IgM, a amostra e incubada com a fase solida contendo anti-IgM 
humana previamente fixada, para captura dos anticorpos sericos IgM presentes na amostra. Apos a lavagem para a retirada dos 
componentes nao fixados, e adicionado o antfgeno marcado com enzima para determinar especificidade da IgM da amostra (ver 
Figura 7.6 D). Tambem pode ser utilizada uma etapa a mais no teste, principalmente quando a marcagao do antfgeno com a 
enzima nao e possfvel ou resulta em uma molecula nao antigenica. Entao se usa antfgeno nao marcado e um segundo anticorpo 
especffico marcado com a enzima (Figura 7.6 E). Uma nova lavagem e realizada para a retirada do excesso de conjugado, 
seguido da adigao do substrato cromogenico para o desenvolvimento de cor proporcional a quantidade de enzima presente na 
reagao. A quantidade do conjugado enzimatico presente, por sua vez, e proporcional a quantidade de anticorpo presente na 
amostra. A reagao enzimatica e parada pelo acrescimo de acido e a leitura e realizada em espectrofotometro no comprimento de 
onda determinado pelo cromogeno utilizado. Esse modelo de teste tambem e empregado para a dosagem de IgE total, sendo o 
anticorpo fixado ao suporte uma anti-IgE humana e o conjugado uma anti-IgE humana marcada com enzima. 


SISTEMA BIOTINA-A VIDINA 

Metodo de amplificagao que pode ser utilizado para aumentar a sensibilidade dos testes, no qual a enzima presente no 
conjugado empregado e substitufda pela biotina, e um segundo conjugado utilizado, a avidina, tem afinidade pela biotina e e 
marcada com a enzima. 

A biotina e uma vitamina hidrossoluvel de baixo peso molecular, 244 daltons, com elevada afinidade, 10 15 (7mol. pela 
protefna avidina de clara de ovo. Em geral se usa a streptavidina de bacterias, que e mais inerte por nao conter resfduos de 















carboidratos e assim reduz interagoes inespeclficas. Cada molecula de streptavidina possui quatro sltios de ligagao para biotina. 

Por outro lado, a biotinilagao de antlgenos e imunoglobulinas e um processo de facil execucao e que nao acarreta alteragoes 
nas protelnas. Alem disso, como a biotina e muito menor que as enzimas usuais, geralmente ha varias moleculas de biotina por 
molecula de conjugado. Desse modo, varias moleculas de avidina marcada poderao se ligar ao conjugado biotinilado, 
amplificando o sinal de leitura do teste. O segundo conjugado pode ser avidina-enzjma, ou ainda, avidina marcada com outro 
ligante, como fluorocromos ou substancias luminescentes. Esse metodo de amplificagao do sinal pode ser aplicado a todos os 
metodos de imunoensaios (Figura 7.7). 

INDICE DE A VIDEZ DE IGG 

Os testes imunoenzimaticos do tipo ELISA indireto permitem avaliar a avidez da IgG antigeno-especffica presente na amostra. 
A forca de ligagao do epitopo (antigeno) pelo sitio combinatorio (anticorpo) e chamada de afinidade. Por outro lado, avidez e a 
medida da estabilidade geral dos complexos entre antigeno e anticorpo e depende de tres fatores: a afinidade intrlnseca do 
anticorpo pelo epitopo, a Valencia do anticorpo e do antigeno, e o arranjo geometrico dos componentes interagindo (ver 
Capltulo 2). 

Como regra geral, quanto maior a avidez dos anticorpos de uma amostra, maior a estabilidade dos imunocomplexos. Por 
outro lado, a avidez e uma propriedade da resposta imune que e selecionada na resposta primaria. Resumindo, anticorpos de 
baixa avidez predominam na fase aguda/recente da infecgao primaria, e anticorpos de elevada avidez sao predominantes na 
resposta de memoria, ou secundaria. Assim, a estimativa da avidez de IgG antlgeno-especlfica de uma amostra ajuda a definir 
se a infecgao e recente ou pregressa. 

O ELISA e util para essa avaliagao porque e realizado sobre uma fase solida. O teste e efetuado em duplicata, uma e feita 
normalmente, e, na outra, a etapa de lavagem apos a adigao da amostra e feita com solugao dissociante. Se nesse segundo ensaio 
houver desligamento da IgG (em relagao ao primeiro), ha evidencias de que a IgG presente era de baixa afinidade. Outro 
desenho de teste e diluir a amostra na solugao dissociante. Sao usadas, neste caso, dietanolamina (DEA) 35 mM ou ureia 6 M: 

• Metodo de diluigao: 

° Ensaio 1: diluigao de soro em diluente 
° Ensaio 2: diluigao de soro em diluente + DEA ou ureia. ou 

• Metodo de eluigao: 

° Ensaio 1: lavagem apos incubagao do soro com solugao de lavagem 

° Ensaio 2: lavagem apos incubagao do soro com solugao de lavagem acrescida de DEA ou ureia. 

Amplificacao de sinal 

Sistema biotina-avidina 



Anticorpo 


Antigeno 



com enzima 


Figura 7.7 Sistema avidina-biotina para amplificagao de sinal dos testes utilizando conjugados enzimaticos. 
























O teste segue normalmente, com incubacao com conjugado anti-IgG/enzima e substrato cromogenico. Leitura dos dois 
ensaios: 

Indice de avidez (IA) = (leitura teste 2 -r leitura teste 1) x 100 

Interpretagao: e variavel, de acordo com a padronizagao do ensaio, e deve ser informada pelo fabricante do kit. Por 
exemplo: 

• IA < 30%: IgG de baixa avidez (indica fase aguda/recente) 

• IA > 70%: IgG de alta avidez (indica fase cronica, infecgao pregressa) 

• 30% < IA < 70%: resultado inconclusivo. 


IMMUNODOT OU DOT-ELISA 

E uma vai'i agao do teste ELISA, na qual o substrato cromogenico escolhido deve formar um produto estavel e insoluvel, no 
formato de uma “mancha” colorida. O termo vem do ingles dot', como substantivo, significa mancha; como verbo, significa 
pontilhar. Os formatos de leitura final de ponto ou linha sao os mais usuais. 

A fase solida e constituida de membrana de nitrocelulose ou PVDF revestindo o suporte plastico. Volumes muito pequenos 
de antfgeno (0,1 a 1,0 ii/) sao adsorvidos a membrana, que apos bloqueio dos sftios reativos remanescentes e incubada com a 
amostra e sequencialmente com o conjugado enzimatico. Nesse teste, o substrato cromogenico deve formar um produto colorido 
insoluvel no formato do dot original (antfgeno ou anticorpo adsorvido na fase solida). 

Immunoblot (“immunoblotting”) 

E chamado tambem de “ Western blotting”, embora esse termo se refira ao procedimento de eletroforese em gel e a 
eletrotransferencia para membranas de nitrocelulose, enquanto o termo imumnoblot e mais adequado para a interagao antfgeno- 
anticorpo (teste imunologico) realizada na membrana de nitrocelulose (in situ). 

O immunoblot vem sendo empregado na area de pesquisa desde a decada de 1980 e nos ultimos anos vem sendo 
incorporado a rotina diagnostica em kits disponfveis comercialmente. O teste representa um recurso valioso para: 

• Caracterizagao de fragoes antigenicas imunodominantes 

• Identificagao da reatividade especffica de anticorpos detectados por um teste de triagem utilizando multiplas fragoes 
antigenicas ( teste confirmatorio ou suplementar ) 

• Distingao deperfis de especificidade de anticorpos que caracterizam determinada fase da infecgao ou do tratamento. 

Para obtengao das membranas com as fragoes individualizadas da mistura antigenica, as protefnas sao separadas de acordo 
com o tamanho, por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), e, apos a separagao, elas sao transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose onde ficam imobilizadas. Essa membrana e entao utilizada como suporte. 

Eletroforese 

A PAGE utiliza o detergente anionico dodecil sulfato de sodio (SDS), que confere carga negativa as protefnas facilitando a 
separagao por peso molecular. A tecnica foi utilizada por Laemmli 2 em 1970, com a finalidade de determinar a mobilidade das 
protefnas em gel submetido a corrente eletrica. Essa mobilidade esta relacionada ao tamanho (massa molecular) da protefna e e 
fungao linear do logaritmo desse tamanho. 

A separagao depende tambem do tamanho dos poros do gel. Para melhor resolugao de peptfdios de pesos moleculares 
abrangendo uma faixa maior e comum a utilizagao de gradientc do gel, de 5 a 20%, por exemplo. Desse modo, as protefnas 
grandes ficarao retidas no infcio da corrida e os peptfdios pequenos irao migrar ate o final do gel na eletroforese. 

Dependendo da substancia antigenica a ser detectada, a amostra de protefnas que sera aplicada no gel pode necessitar de 
um tratamento previo especffico, como a pesquisa de protefnas fosforiladas. Nesse caso, a amostra deve ser tratada com 
coquetel de inibidores de fosfatases, que e composto por ortovanadato de sodio, acido etileno glicol-bis (b-amino-etil-eter) 
N,N,N9,N9-tetra-acetico (EGTA) e fluoreto de sodio. Ainda no preparo da amostra, para preservagao geral das protefnas 
corridas no gel de eletroforese e necessario o emprego de um coquetel inibidor de proteases, que evita a degradagao das 
protefnas, composto por 4-(2-aminoetila) benzenosulfonil fluoreto hidrocloreto (AEBSF), aprotinina, leupeptina, bestatina, 
pepstatina e trans-epoxisuccinil-L-leucilamido (4-guanidino) butano (E-64). De forma geral, a amostra de protefnas e tratada 
para estar solubilizada e frequentemente tambem e desnaturada, como quebra de pontes dissulfeto, forgas eletrostaticas e pontes 
de hidrogenio. Na solugao de tratamento da amostra podem ser usados agentes dissociantes (ureia, acido etilenodiamino tetra- 


acetico), redutores (2-mercaptoetanol, ditiotreitol) e detergentes anionicos (SDS, desoxicolato de sodio) e, as vezes, detergentes 
nao ionicos (Nonidet P-40, Triton X-100, Tween 20). Para garantir a melhor discriminapao dos componentes da mistura, e 
comum tambem usar aquecimento, ate fervura em banho. Essas condicoes do tratamento da amostra e da SDS-PAGE sao 
estabelecidas experimentalmente para cada extrato antigenico. Na solupao de amostra tambem se adicionam glicerina, que ira 
facilitar a penetrapao da amostra no gel, e, como marcador de corrida, o corante azul de bromofenol, cujo peso molecular muito 
baixo (cerca de 0,65 kDa) ira indicar o fim da corrida {front ). 

As frapoes antigenicas aplicadas no gel sofrem apao de carga eletrica, migrando para o polo positivo. Durante a migrapao, 
as protemas de menor tamanho migram com maior velocidade que as de tamanho maior, que encontram a barreira ffsica do 
proprio sistema de gel. O gel da SDS-PAGE pode ser corado para identificar a composipao de proteinas e peptidios. Sao usuais 
os corantes irreversiveis como o Coomassie blue , que detecta facilmente concentrates da ordem de 10 ng, ou a colorapao por 
nitrato de prata, mais sensivel, que detecta ate 0,1 ng. Ambas estao disponiveis na forma de kits comerciais. 

Uma vez separadas pelo tamanho, a posipao das proteinas e definida por comparapao com a migrapao de um padrao de 
moleculas de tamanho conhecido. Dependendo da distancia percorrida, da concentrapao do gel e tamanho dos seus poros, e 
possivel determinar com precisao o tamanho molecular de protemas entre 5 e 250 kDa (Figura 7.8). O logaritmo da massa 
molecular do peptidio e inversamente proporcional a distancia percorrida no gel, medida em Relative front (Rf) que e a divisao 
da distancia percorrida pelo peptidio pela distancia total da corrida eletroforetica (Figura 7.9). 

Eletrotransferencia 

As protemas separadas sao entao eletrotransferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose, que serve como suporte para o 
ensaio imunoenzimatico. A eletrotransferencia pode ser feita em meio semiumido, por 2 a 4 h, ou, mais eficientemente, 
mergulhada em solupao de transferencia em cubas proprias, por ate 18 h. Quanto maior o tempo de transferencia, mais 
aquecimento sera gerado; por esse motivo, o processo deve ser realizado sob refrigerapao (2 a 8°C). Na solupao de 
transferencia, o metanol ajuda na fixapao das protemas transferidas na membrana. O metanol pode ter um efeito de reduzir o 
tamanho dos poros do gel e assim dificultar a transferencia de protemas de elevado peso molecular. Diferentes formulapoes de 
solupao de transferencia podem ser testadas para adequar o processo a cada situapao. 

A membrana de nitrocelulose (celulose esterificada com nitrocelulose) e muito usada, e possui elevada capacidade de 
adsorpao de moleculas por forpas hidrofobicas. Essa capacidade de ligapao (protemas, acidos nucleicos, glicoproteinas, 
lipoproteinas, lipo-oligossacarfdios) e ate 1.000 vezes maior na nitrocelulose que em plasticos. A membrana de nitrocelulose e 
de facil manuseio quando limida, mas pode quebrar-se facilmente quando seca. Os poros da membrana podem ser de 45 ou 20 
pm, preferindo-se o ultimo para peptidios menores. No mercado, ha membranas com alto poder de adsorpao {high binding), 
como acontece com outras fases solidas. 

Ao final da eletrotransferencia, a colorapao da membrana com Ponceau S (corante removrvel por lavagens) evidencia a 
efetividade da transferencia em relapao ao perfil de peptidios identificados pela colorapao do gel. 

Immunoblot 

A tecnica e um ensaio imunoenzimatico realizado sobre a superficie da membrana. Os epitopos expostos podem mostrar 
conformapao espacial distinta da que era apresentada, por exemplo, na placa ELISA. Apos a transferencia, a membrana tambem 
deve ser bloqueada em seus sitios altamente reativos remanescentes. 

A amostra contendo anticorpos e incubada com a membrana de nitrocelulose contendo as protemas previamente separadas 
por tamanho molecular. Apos a lavagem para a retirada dos componentes nao fixados, e adicionado o conjugado enzimatico 
anti-Ig humana, que se fixa a imunoglobulina da amostra. Uma nova lavagem e realizada para a retirada do excesso de 
conjugado, seguida da adipao do substrato cromogenico para o desenvolvimento de cor insoluvel, como no riot-ELISA. A 
reapao enzimatica e interrompida pela retirada do substrato e lavagem da membrana com agua, e a leitura e realizada 
visualmente. A interpretapao do resultado e feita pela analise da presenpa de bandas (desenvolvimento de cor sobre o antigeno 
fixado), que revelam a presenpa de anticorpos especificos (Figura 7.10). 
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Figura 7.8 Esquema da separagao eletroforetica dos peptidios na SDS-PAGE. Moleculas maiores ficam retidas mais tempo, e as 
muito pequenas migram rapidamente com a aplicagao do campo eletrico. Na presenga do SDS, todas as moleculas ficam com carga 
residual negativa e migram do polo negativo para o positivo, a favor da corrente eletrica. 
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Figura 7.9 Exemplo de curva-padrao obtida na SDS-PAGE para diferentes protefnas-padrao de massa molecular (kDa) conhecida. Os 
dados de Rf foram obtidos pela divisao da distancia percorrida por cada proteina padrao pela distancia total da corrida (front - 
indicador azul de bromofenol). Os padroes de massa molecular (94-, 67-, 43-, 30-, 20,1- e 14,4-kDa) sao plotados em escala 
logarftmica na ordenada, e os Rf na abscissa. Exemplo: a distancia total da corrida foi de 10 cm e a proteina 14,4 kDa migrou 9,6 cm 
(Rf = 9,6-10 = 0,96). 

Como a area de exposigao da fragao antigenica e limitada, e comum o uso de amplificagao da leitura com o sistema 
biotina-avidina de conjugados ou amplificagao do sinal de leitura por quimiluminescencia. A tecnica de blotting tambem pode 
ser usada para analisar qualquer interagao especffica entre uma molecula e seu ligante, por exemplo, toxina-receptor, hormonio- 
receptor, RNA-cDNA, entre outros. 

Controle interno dos testes utilizando conjugados 

Uma das maneiras de certificar a qualidade dos reagentes e a eficiencia do procedimento dos testes imunoenzimaticos e a 
inclusao de um controle interno no teste. Nos testes de pesquisa de anticorpos IgG para determinado antigeno, pode-se utilizar 
um controle que detecte IgG na amostra, independentemente da especificidade, e assim verificar a eficiencia do teste 
imunoenzimatico e a estabilidade adequada dos reagentes. 

■ Quimiluminescencia 

E a emissao de luz produzida em algumas re agues quimicas quando moleculas passam do estado de excitagao para o basal 
eletronico. A maioria sao reagoes de oxidagao suficientemente energeticas para produzirem intermediaries excitados ou 
produtos que liberam luz no espectro visfvel. A emissao varia desde um “flash” (brilho) de 2 s ate uma emissao mais 
prolongada de 5 a 20 min, e pode ser detectada ou medida usando luminometro, fotomultiplicador, diodo de silicone ou filme 
fotografico. Esses ensaios podem ser homogeneos ou heterogeneos, e os reagentes empregados como luminescentes sao, por 
exemplo, ester de acridina, diretamente conjugado ao antigeno ou anticorpo e que na presenga de agentes oxidantes emite 
luminescencia, ou adamantil 1,2-dioxietano aril-fosfato, que na presenga de fosfafase alcalina do conjugado gera o anion 
adamantildioxietano instavel e luz. Outros dioxetanos podem ser usados como substrato para galactosidase. 

Os ensaios quimiluminescentes sao muito mais sensiveis que os enzimaimunoensaios coloridos (ELISA, immunodot). 
Alguns autores chamam de quimiluminescencia os ensaios que usam enzimas com substratos fluorigenicos (emissao de 
fluorescencia), como o FPIA. Para esses autores, a emissao de luz ou fotons de luz, pelo produto, e o criterio para classificar 
como quimiluminescencia. 

Devido a elevada sensibilidade, os ensaios quimiluminescentes sao testes muito usados para determinagao de hormonios, 
marcadores tumorais, peptidios e substancias psicoativas. Pouca aplicagao se espera para pesquisa de anticorpos, mas as 
empresas produtoras do kit acabam por utilizar o mesmo metodo para varios parametros, simplificando o uso da automagao. 

Uma possibilidade vantajosa da quimiluminescencia e que o sinal pode ser amplificado. Por exemplo, um conjugado 
peroxidase cliva H 2 O 2 , que, por sua vez, oxida o luminol (substrato luminescente), que libera luz. Se no meio sao adicionados 
fenois ou naftois, a emissao de luz e aumentada em ate 1.000 vezes. Esses amplificadores sao tambem chamados de enhancers. 

Esse sistema de deteegao pode ser adaptado para immunoblot, sendo a leitura visualizada pela impressao de filme 






















fotografico. O sistema e chamado ECL ( enhanced chemiluminescence), da Amersham Pharmacia Biotech, e e muito util para 
pesquisa que requeira tecnica ultrassensfvel ( pg,fg ) para estudar protemas celulares, recombinantes, peptfdios, entre outros. 

A versao de emissao de luz por lantanfdios (terras-raras) sob aplicagao de voltagem, eletroquimiluminescencia (EQL) da 
Roche (ECLIA®, electro-chemiluminescence immunoassay), e uma versao que tem mostrado de elevada sensibilidade, inclusive 
para determinagao de insulina, um marcador antes so detectavel por RIE. 

Como a leitura dos ensaios luminescentes necessita de luminometros e fotomultiplicadores, eles sao realizados no formato 
automatizado (ver Capftulo 8). 

■ Imunocromatografia ou testes rapidos (remotos) 

Mais recentemente, tem-se aumentado o interesse por testes rapidos que possam ser realizados a beira do leito. Usualmente 
denominados testes rapidos ou testes remotos, eles dispensam reagentes adicionais ou equipamentos e um tecnico especializado. 
Sao testes de triagem, portanto, de elevada sensibilidade e, consequentemente, de elevado custo. Em pafses desenvolvidos, eles 
tem sido utilizados em consultorios, atendimentos de urgencia e ate na casa do paciente. 

Alguns deles, como de determinagao da glicemia (glicosfmetros), usam metodos enzimaticos qufmicos; outros sao 
imunologicos, como o teste de gravidez. Ambos estao disponfveis comercialmente em farmacias e drogarias e sao de uso facil. 

Em ambiente extralaboratorial, alem dos glicosfmetros e teste de gravidez, ha varios testes em uso por medicos e 
profissionais da enfermagem, como aqueles para pesquisa de anticorpos anti-HIV, detecgao de elevados nfveis de troponina, 
entre outros. 

Um dos metodos imunologicos desses testes emprega corante insoluvel, por exemplo, ouro coloidal (roseo) ou prata 
coloidal (azul-marinho) como revelador da interagao antfgeno-anticorpo. O corante pode ser usado ligado a antfgeno ou 
imunoglobulinas. Por ser insoluvel, e colocado proximo ao local onde se aplica a amostra, que, sendo aquosa, possibilitara a 
migragao da amostra e do conjugado. 

O sistema e realizado em uma matriz constitufda de membrana de nitrocelulose ou nailon, coberta por acetato transparente 
para facilitar a visualizagao do teste. O antfgeno ou o anticorpo e fixado na membrana na forma de linhas ou pontos e o restante 
da membrana e bloqueado com protefna inerte como nos testes imunoenzimaticos. 

Para detecgao de antfgenos, podem ser utilizados anticorpos fixados na linha de captura e, como conjugado, um segundo 
anticorpo marcado com corante. A amostra aplicada liga-se ao conjugado colorido, e, apos a migragao por cromatografia, a 
formagao do imunocomplexo e revelada pelo deposito do corante coloidal na linha de captura. 

Para detecgao de anticorpos podem-se utilizar excesso de amostra e quantidade limitada de antfgeno marcado com corante 
para migrar com o anticorpo da amostra. O sandufche e formado na linha de captura contendo tambem o antfgeno especffico. 
Tambem pode ser utilizada anti-Ig marcada, que ira se ligar as imunoglobulinas da amostra. Os imunocomplexos serao 
formados na linha de captura contendo o antfgeno especffico (Figura 7.11). 
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Figura 7.10 A. SDS-PAGE de tres misturas antigenicas diferentes (tira 1). B. Eletrotransferencia dos peptidios do gel para membrana 
de nitrocelulose (tira 2). C. Immunoblot (tira 3). D. Resultado de teste positivo (tiras 4 e 5) e negativo (tiras 6 e 7). 
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Figura 7.11 Esquema de teste de imunocaptura (imunocromatografia) utilizando conjugado com corante coloidal. No exemplo, 
pesquisa de beta-hCG (teste de gravidez) em urina. 1. Tira contendo: (A) Ac de coelho anti-hCG conjugado com corante coloidal 
(insoluvel sob uma almofadinha); (B) Ac antibeta-hCG imobilizado na primeira linha (teste) e (C) Ac anti-lg de coelho na segunda linha 
(controle). 2. Adigao da amostra (D) sobre o pad (almofadinha) contendo beta-hCG. A amostra aquosa hidrata o conjugado insoluvel e 
inicia-se a migragao. 3. Na primeira linha forma-se o imunocomplexo (sandufche) no qual o hCG esta, entre o Ac conjugado e o Ac 
imobilizado na primeira linha. O excesso de conjugado continua migrando (independentemente de a amostra confer ou nao hCG) e e 
capturado pelo Ac da segunda linha. 4. Teste positivo. 5. Teste negativo. 6. A visualizagao e feita por meio de linhas coloridas (da cor 
do corante coloidal do conjugado). O teste e invalidado se nao se formar a linha-controle, indicando falha em alguma das etapas. 

Para assegurar a qualidade dos reagentes e a realizacao adequada do procedimento, esses testes rapidos utilizam controles 
internos, como nos testes imunoenzimaticos. 
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Capitulo 8 

Automa^ao em Imunoensaios 


Daniela Crema, Kioko Takei e Regina Ayr Florio da Cunha 


Introducao 

O remarcavel campo dos imunoensaios tem despontado, nos liltimos 60 anos, como um segmento das Analises Clinicas em 
constante inovacao. A fusao da Ciencia e da Tecnologia tem permitido grandes avancos nas areas diagnostica e de pesquisa. 

Uma larga variedade de sistemas de detecgao usando marcadores vem sendo, desde ha muito, empregada nos testes 
imunologicos. O primeiro foi o radioimunoensaio (RIE) utilizando 125 I, que possibilitou a detecgao de certos analitos em 
pequenas conccntragoes, por exemplo os hormonios, os quais outrora eram determinados por dosagens complexas, demoradas e 
muitas vezes imprecisas. 

A epoca, houve um grande desenvolvimento de estrategias para obter testes cada vez mais sensiveis aumentando o sinal ou 
reduzindo seu background, resultando no aparecimento de kits com essas caracterfsticas para testes in vitro. Foi exatamente a 
partir dessa tecnologia, empregando radioisotopos, que se iniciou a automagao, por volta do fim da decada de 1970. 

A exposigao a radioatividade, bem como problemas associados ao descarte do material radioativo e a instabilidade inerente 
dos reagentes radioativos acabaram por estimular o desenvolvimento de tecnicas que nao se utilizavam de tais materiais. 

O emprego de imunoensaios nao radioativos teve um significativo efeito no mercado de kits, tendo sido desenvolvidos 
marcadores muito mais especificos e sensiveis do que os radioisotopos especialmente para ensaios imunometricos. Surgiram 
assim as tecnicas que utilizavam enzimas como marcadores da reagao, os enzimaimunoensaios (EIA, enzyme immunoassay ). 

A evolucao fundamental dos “ desenhos” em imunoensaio (formato homogeneo, testes imunometricos, anticorpos 
monoclonais, substancias nao isotopicas e a propria automagao) data da ultima decada do seculo 20. 

A introdugao da automagao no imunodiagnostico, baseando-se em testes imunoenzimaticos, quimiluminescentes, 
fluorimetricos, ou outros, bem como uma extensa linha de instrumentos e softwares, tem se constituido em plataformas que 
possibilitam aos laboratories possuir uma serie de informagoes fundamentais para o diagnostico de maneira precisa e eficiente. 

Os EIA apresentam ainda inumeras facilidades, como o emprego de reagentes mais estaveis, de facil obtengao e 
manipulagao, o que os torna instrumento imprescindivel para o imunodiagnostico. 

Enzimaimunoensaio 


Engvall e Perlman, Van Weeman e Schurus, por volta das decadas de 1970 e 1980, foram os pioneiros no emprego de enzimas 
como marcadores. Dependendo do tipo de ensaio, se homogeneo ou heterogeneo, nota-se um crescente emprego de diferentes 
enzimas. 

No sistema homogeneo, a enzima livre deve ter atividade diferente da ligada, tornando desnecessaria a separagao fisica 
entre elas para a medida da atividade enzimatica. Seu emprego na automagao e mais simples do que no sistema heterogeneo, em 
que a separagao fisica e necessaria, exigindo, portanto, aparelhagem mais complexa. Dentre as vantagens do sistema 
homogeneo e possivel ressaltar: 

• Facilidade de execugao do ensaio 

• Necessidade de um volume de amostra muito pequeno 

• Estabilidade da curva de calibragao, geralmente de alguns dias, mas chegando as vezes a semanas, o que permite ao laboratorio 





realizar o teste a qualquer momento, sem a necessidade de nova calibragao a cada rotina. 

O sistema heterogeneo, por sua vez, e base da maioria dos equipamentos de imunoensaio mais modernos e fornece resultados 
de sensibilidade significativos, da ordem de 10 * a 10 lx moles de detecgao. Esse aumento de sensibilidade se deve a uma sene 
de lavagens que resultam na remogao de componentes que nao se ligaram, eliminando, assim, possiveis interferentes e se traduz 
na escolha de um sistema analisador aprimorado devido aos inumeros passos sem a interferencia do operador. 

Automacao 

Tornou-se, induscutivelmente, desde as decadas de 1980 e 1990, uma tecnologia de ampla utilizagao e imprescindivel ao 
imunodiagnostico in vitro. 

Os novos sistemas do imcio do seculo 21 tem sido implementados com diversas caracterfsticas tecnologicas integradas, 
mas muitas vezes a um custo significativo devido a complexidade dos sistemas empregados. 

Tecnologias inovadoras usando reagentes de nova geragao, como os obtidos por biologia molecular ou por sintese quimica, 
bem como a introdugao de novos suportes solidos, metodos de separagao, geragao e detecgao de sinal, tem sido utilizadas. 

O desenvolvimento de hardwares, sistemas opticos como o laser, avangos na eletronica, robotica e engenharia de 
equipamentos resultaram na criagao de novos analisadores automatizados. De modo geral, a capacidade dos equipamentos para 
realizar testes automaticos de ensaios heterogeneos e de 30 a 200 testes/h. As desvantagens da utilizagao de equipamentos para 
imunoensaios sao: 

• Custo dos equipamentos e dos reagentes, sendo que estes ultimos, nos sistemas fechados, tem que ser especificos para cada 
equipamento 

• Depreciagao do equipamento com o passar dos anos (3 a 5 anos). A vida util deve ser considerada, pois raramente os 
equipamentos resistem mais de 10 anos 

• Eventuais modificagoes nos reagentes, que podem tomar o equipamento obsoleto. 

Apos a decada de 1990, com a criagao de novas tecnologias e com a evolugao da informatica, o emprego dos imunoensaios 
automatizados estendeu-se a diferentes areas do Laboratorio Clinico, como a Bioqmmica, a Microbiologia, a Imunologia, a 
Hematologia, a Hormonios etc. 

As vantagens de equipamentos para imunoensaios sao: 

• Possibilidade de realizar variados ensaios por um unico equipamento, tornando a rotina mais pratica, o que possibilita a 
unificagao de diferentes areas tecnicas para um laboratorio central 

• Otimizagao do espago fisico, com menor numero de funcionarios, maior facilidade na distribuigao de amostras (operagao 
comum a varias areas), na manipulagao de dados, expedigao de resultados e outras 

• Velocidade na realizagao dos testes, o que possibilita a nao existencia de um laboratorio de emergencia, pois os resultados 
podem ser obtidos em tempos mais reduzidos e com alta precisao e exatidao quando comparados aos resultados fornecidos 
pelos equipamentos de menor porte utilizados nos laboratories de emergencia 

• Diminuigao dos custos devido a aquisigao de grandes quantidades de reagentes, resultando em maior facilidade de negociagao 
de pregos 

• Maior eficiencia, rapidez e produtividade, apesar da necessidade inicial de adequagao dos laboratorios e do pessoal. 

Diante da introdugao das novas tecnologias, o perfil dos profissionais que atualmente desempenham suas fungoes nos 
laboratorios clinicos consiste no dominio dessas novas tecnologias, no conhecimento de equipamentos de informatica, na 
capacidade de interpretagao de novos testes, de gerenciar custos, espago fisico e instalagoes, alem de compreender as normas e 
regulamentagoes vigentes. 

■ Laboratorios de referenda 

Efetuam testes raramente solicitados na rotina laboratorial, ou aqueles muito especializados e que requerem reagentes especiais 
e pessoal altamente treinado. 

A realizagao desses testes infrequentes em laboratorios de rotina encareceria seu custo, portanto o encaminhamento aos 
laboratorios de referenda e mais pratico e economico, uma vez que a centralizagao de amostras de varios laboratorios menores 
resulta na possibilidade da utilizagao de automagao pelos laboratorios de referenda, baixando os custos. 



■ Objetivos da automagao 

Dentre os principals objetivos da automagao e possivel ressaltar: 

• Padroni zagao dos procedimentos 

• Redugao de custos 

• Redugao do trabalho tecnico 

• Reducao do tempo de processamento 

• Aumento da produtividade 

• Melhoria nos seguintes parametros de qualidade: 

° Precisao, repetitividade e reprodutibilidade 
° Sensibilidade e especificidade 
° Faixa de medicao 

• Eliminagao de etTos na entrada de dados: 

° Utilizagao de tubo primario que reduz o erro e a necessidade de aliquotagem das amostras 
° Uso de codigo de barras para evitar erros de identificagao das amostras e reagentes 
° Uso de interfaces bidirecionais. 

■ Componentes da automagao 

Compreendem: equipamento, reagentes e computador. As caracterfsticas do equipamento dependem das dos reagentes. O 
computador, por sua vez, requer programas capazes de gerenciar todas as etapas do processo analitico, otimizando as condicdes 
de rcacao e a sequencia de adicao de reagentes e amostras, alem de processar os dados resultantes dos imunoensaios, gerando 
assim os resultados, e de apresentar os parametros de controle de qualidade. 

■ Tipos de automagao 

As formas principals de automagao sao duas: 

• Estacao de trabalho ( workstations ): cada modulo e responsavel por uma unica etapa, como: modulo para a pipetagem de 
amostras ou de reagentes, modulo para as incubagoes, as lavagens, o desenvolvimento de sinal e a sua leitura. Sao mais 
adequadas para grandes rotinas que analisam um unico analito ou parametro, podendo ainda ser empregadas em casos de 
paineis fixos de analitos, como para os bancos de sangue 

• Sistema integrado: o analisador automatico e desenhado de acordo com a metodologia, realizando todas as etapas do teste ate 
obter o resultado, utilizando software especificamente programado para o ensaio. Essa e a forma da maioria dos sistemas 
automatizados. 

Para grandes laboratories em que e necessaria uma macroautomagao , varias formas podem ser empregadas: 

• Sistema modular integrado: compreende sistemas analiticos diferentes, mas combinados em um analisador. E o que se observa, 
por exemplo, em bioquimica clinica e imunoensaios. Tem a vantagem de poder realizar multiplos testes a partir de um unico 
tubo de amostra. Em geral, sao sistemas fechados e bastante rapidos 

• Sistema modular ligado: compreende uma esteira que agrega equipamentos do mesmo ou de diferentes fabricantes, desde que 
compativeis. E mais lento, ocupa mais espago, porem e mais aberto. Apresenta interfaciamento eletromecanico/computador 
com o sistema de esteira, o que torna tambem necessario o modulo de controle de processos para esquematizar trabalhos, 
alem de permitir um possivel reteste. 

■ Principals caracterfsticas dos sistemas de automagao 

Sao resultados do resumo individualizado dos equipamentos mais comumente encontrados no meio, com base em dados obtidos 
na literatura nos sites dos fabricantes, em materials de divulgagao dos fornecedores, bem como em informagoes coletadas 
diretamente dos seus fabricantes/representantes. 

■ Sistema aberto. Geralmente destinado aos ensaios bioquimicos, permite que o equipamento realize ensaios com reagentes 
de diferentes procedencias. Considerando que os imunoensaios requerem maior numero de etapas de reagao quando comparados 
aos ensaios bioquimicos, essa adaptagao nem sempre pode ser feita. 

■ Sistema fechado. Emprega reagentes especificos para um dado equipamento em particular, geralmente proveniente do 
mesmo fornecedor, com raras excegoes. Tem como vantagem a qualidade mais bem controlada pela empresa fornecedora, tendo 


como desvantagem um custo quase sempre maior. 

■ Acesso randomico. O termo e utilizado para descrever equipamentos que permitem cari'cgar amostras a qualquer 
momento, podendo realizar varios testes sem a necessidade de o equipamento parar. Dessa forma, qualquer parametro do seu 
menu podera ser continuamente realizado. O acesso randomico e, portanto, muito pratico para rotinas de hospitais ou de 
diagnostico laboratorial, uma vez que o relatorio dos diferentes exames de cada paciente pode ser obtido. Alguns equipamentos 
permitem o acesso apenas nos intervalos de incub agao e nos estagios de lavagem da reacao. Uma forma alternativa de acesso 
randomico e o sistema que permite executar testes unitarios ( unitized random-access system), utilizado em alguns equipamentos 
que apresentam os reagentes de forma individual e embalados separadamente para cada teste. A maioria dos testes unitarios 
pode, um de cada vez, ser carregada continuamente com amostras e reagentes. A amostra e dispensada dentro de um pack de 
reagentes antes de ser carregada, ou entao em pipetadores juntamente com o pack de reagentes. Esse analisador, por um lado, 
tende a ser mais barato que os de acesso randomico; por outro, os reagentes sao em geral mais caros. Exemplos desses 
equipamentos sao: VIDAS™ e mini-VIDAS™ da Biolab-Merieux. 

■ Sistemas de rotinas agrupadas por parametros (batches). Nao permitem o acesso randomico, operam na forma de 
rotinas agrupadas por parametros. Tais equipamentos sao uteis para rotinas com parametros determinados, como a triagem 
sorologica de doadores de sangue ou os exames sorologicos para pre-natal, em que todas as amostras sao submetidas aos 
mesmos testes. Parametros diferentes podem ser agrupados se a sequencia das etapas de procedimento e o tempo de incubagao 
dos testes forem iguais. 

■ Sistema multisseletivo (ou multiparametrico) com operagao continua. Permite determinar varios parametros 
simultaneos, ou seja, realizar diferentes testes independentemente do tempo de incubagao e das etapas de procedimento. Sua 
capacidade esta sujeita ao numero de reagentes armazenados no equipamento e ao numero de amostras que o aparelho consegue 
carregar. Nao apresenta a mesma flexibilidade que os de acesso randomico, porem e mais util para exames realizados em 
paineis, como a determinagao de alergenios. 

■ Caracteristicas funcionais 

■ Produtividade ou velocidade de um analisador (teste/minuto ou throughput). Depende do tempo necessario 
para obter o primeiro resultado, do tempo entre os resultados subsequentes, do numero de diferentes ensaios carregados no 
equipamento e do tempo de incubagao, que pode ser fixo ou variavel, de acordo com o tipo de teste. E muito importante para 
grandes laboratories com necessidade de liberal - numerosos resultados em um intervalo curto de tempo. 

■ Tubo primario. Atualmente, a grande maioria dos equipamentos permite o uso do tubo primario, ou seja, do tubo original 
no qual a amostra de sangue do paciente foi coletada. Alguns equipamentos que nao operam com o tubo primario requerem a 
transferencia da amostra para o tubo de amostras, em geral especffico para cada equipamento. Muitos equipamentos permitem o 
uso de tubos especiais para amostras com pequeno volume. 

■ Codigo de barras. Praticamente a maioria dos equipamentos possui leitor de codigo de barras que permite identificar as 
amostras, os reagentes e, tambem, outros dados, como lote, data de expiragao, inventario etc. Sem duvida, esse recurso agiliza a 
entrada de amostras no aparelho e evita um dos erros pre-anallticos mais frequentes: engano na identificagao ou na troca das 
amostras. 

■ Ensaios de urgencia. Amostras que necessitam de resultados chamados de emergencia (stat), como testes para doadores 
de orgaos ou para ajuste de dose terapeutica de um medicamento, podem ser priorizadas para a obtengao rapida de resultados, 
por meio do seu posicionamento manual na frente das demais. Todavia, pode ser realizada pelo aparelho, por meio do processo 
operacional de stat, sem a necessidade de parada do equipamento e sem prejulzo para os demais testes da rotina que estiverem 
em andamento no momento. 

■ Contaminagao por arraste. Na etapa de introdugao da amostra no equipamento, como a pipetagem por agulhas de 
aspiragao ou sondas (probes), e necessario um sistema de lavagem perfeito das probes para impedir a contaminagao por arraste 
(carry-over), isto e, a contaminagao de uma amostra com outra pipetada imediatamente antes. As contaminagoes podem ser 
evitadas com ponteiras descartaveis, mas o equipamento deve realizar autoverificagao (self-checking) da precisao nas 
pipetagens, ou seja, deve controlar se a pipetagem e a dispensagao foram completadas, detectando tambem coagulos, bolhas 
etc., por meio de sensores de pressao. O controle sobre esse erro e muito importante principalmente para analitos cuja 
concentragao na amostra e extremamente elevada. Dessa forma, e desejavel trabalhar estabelecendo-se como meta maxima de 
contaminagao cruzada valores inferiores a uma parte por milhao (ppm). 

■ Autodiluigao e reteste. Alguns equipamentos possuem sistema que permite automaticamente realizar diluigoes e reteste 
em amostras com leituras (resultados) fora da faixa de medigao do ensaio. A retestagem deve tambem admitir a inclusao de 


outros testes, de acordo com seu algoritmo. Contudo, isso pode ser feito se o sistema tiver a capacidade de transferir a amostra 
ou o rack (estante de amostras) da area de descarregamento para a area analftica. 

■ Sensores. Atualmente os equipamentos possuem sensores capazes de detectar o nivel das amostras ou de reagentes, bem 
como a presenga de coagulos, fibrinas, bolhas e outros interferentes. 

■ Incubacac Para aumentar o rendimento do equipamento, o tempo de incubagao deve ser reduzido. Adequar a temperatura e 
a agitagao acelera a velocidade da reagao antfgeno-anticorpo permitindo a redugao do tempo de incubagao. Contrariamente aos 
primeiros imunoensaios que so trabalhavam com tempo de incubagao fixo, os mais recentes permitem trabalhar com tempos 
diferentes para cada parametro. Para tanto, sao necessarios softwares de controle de operagao muito complexos. 

■ Rastreabilidade e controle da qualidade. O sistema deve permitir rastreabilidade total das etapas de operagao, das 
calibragoes e do controle da qualidade dos resultados. Alguns sistemas utilizam a curva de calibragao, armazenada na memoria, 
monitorada pelos resultados dos soros controles incluidos em cada rotina. Todos os dados referentes aos reagentes empregados, 
como lote, prazo de expiragao dos reagentes, volume etc., sao armazenados. 

■ Redugao de resi'duos de servicos de saude. E de consideravel importancia, sejam os residuos solidos ou liquidos, 
uma vez que seu descarte requer o cumprimento do Regulamento Tecnico para o Gerenciamento de Servigos de Saude 
(Resolugao RDC n- 33 da Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria, MS, 2003). 1 Alguns equipamentos conseguem operar com 
reduzido volume de residuos liquidos. 

■ Inventario de reagentes e capacidade de reposigao continua. O inventario de reagentes 6 uma informagao de 
grande importancia porque permite o conhecimento do numero de testes ainda disponiveis. A capacidade de reposigao continua 
possibilita o funcionamento do equipamento sem pausa. 

■ Reagentes prontos para USO ( bulk reagent pack). Em geral, os reagentes sao prontos para uso e embalados 
juntamente, como conjuntos analiticos ou kits reagentes. 

■ ArmazenamentO de reagentes a bordo do equipamento. Para rotinas continuas, e necessario que o aparelho tenha a 
capacidade de acondicionar os reagentes por tempos prolongados, em compartimentos com temperatura controlada. Deve ainda 
propiciar a reposigao desses reagentes sem comprometer o andamento da analise que estiver sendo realizada no momento. 

■ Consideragdes tecnicas 

A escolha de um equipamento tem como ponto decisivo o desempenho diagnostico dos testes envolvendo os seguintes 
parametros: 

• Faixa de medigao ou de linearidade ( dynamic range): permite detectar ou quantificar linearmente amostras com concentragdes 
minimas ou muito altas do analito, sem que seja necessario repetir o teste em diluigoes maiores ou menores 

• Precisao: indiscutivelmente a automagao traz um grande ganho quanto a precisao, melhorando a repetitividade de cada passo 
do imunoensaio (pipetagem, lavagem, separagao e leitura). Nao requer duplicatas e e importante que o equipamento 
escolhido apresente alta precisao interensaios e intraensaios, principalmente no nivel de decisao medica (ou limiar de 
reatividade). A importancia dos testes interensaios e util para avaliagao da reprodutibilidade dos diferentes lotes de um 
determinado reagente 

• Exatidao: a automagao confere uma alta exatidao para os imunoensaios por meio de soros-controle, calibradores e programas 
de proficiencia 

• Sensibilidade: depende do tipo de marcagao e dos metodos de detecgao, assim como do desenho do ensaio. A detecgao de 
sinais quimiluminescentes, por exemplo, quando comparados aos metodos de detecgao colorimetrica ou fluorescente, e 
muito mais sensivel 

• Especificidade: de modo geral, a automagao utiliza reagentes altamente purificados e de especificidade definida, o que diminui 
de maneira consideravel a frequencia de resultados falso-positivos, tornando-os altamente especificos 

• Reprodutibilidade: com a automagao, e alta a reprodutibilidade dos resultados, uma vez que, normalmente, as variagoes 
observadas associam-se a fatores relacionados com erros acidentais ou sistematicos vistos em processos nao automatizados 

• Calibragao estavel: a estabilidade da calibragao, em geral de 15 a 30 dias, permite realizar a rotina prontamente, apos 
manutengao do equipamento, durante a validade da curva de calibragao, e representa uma economia de testes equivalente ao 
numero de calibradores (em geral de 4 a 6 pontos) empregados para um determinado teste. Os soros-controle monitoram a 
validade da curva usada naquela rotina. 


■ Consideragdes operacionais 


O equipamento automatizado para imunoensaios deve ser de facil operagao e com minima necessidade de manutengao. O ideal 
e um equipamento que se inicialize, que fag a a manutengao, calibre, adicione as amostras e reagentes automaticamente, finalize 
e realize a remogao de residuos sem a interrupgao do funcionamento. 

• Eficiencia operacional: a eficiencia e a autonomia do equipamento dependem da capacidade de carregar grande numero de 
amostras, de reagentes e de reserva de descartaveis, como ponteiras, cubetas de reagao e outros. Deve ainda permitir acesso 
ao inventario de reagentes, utilizar reagentes prontos para uso, estaveis a temperatura ambiente ou armazenados em 
compartimentos refrigerados, fornecer curvas de calibragao de longa validade, armazenadas na memoria do computador, 
entre outros 

• Alerta de ocorrencias: avisos, como problemas com equipamento, volume insuficiente de amostras, esgotamento da reserva de 
reagentes a bordo, reagentes, curvas expiradas e outros, sao uteis para que possam ser feitas intervengoes pelo proprio 
operador ou a distancia, com a assistencia tecnica dos fabricantes ou de seus representantes. A informagao do tipo de 
ocorrencia por meio de codigos de erro facilita a resolugao dos problemas 

• Biosseguranga: especial atengao, quanto a biosseguranga, deve ser mantida principalmente nas areas de carregamento de 
amostras, de descartes, assim como nas areas moveis do equipamento 

• Facilidade de operagao: a facilidade operacional, a objetividade e a racionalizagao proporcionam facil treinamento para 
manuseio do equipamento. E importante observar se o aparelho e comercializado ha muito tempo no mercado ou se esta 
prestes a ser substituido por um modelo mais moderno. Deve-se, portanto, fazer constar do contrato que, em caso de 
mudanga de modelo, a empresa fornecedora fara o upgrade (atualizagao) do equipamento 

• Manutengao: o monitoramento continuo das manutengoes e dos servigos deve ser cuidadoso, sejam eles diarios (geralmente), 
semanais, quinzenais, mensais ou semestrais. Todos os procedimentos devem ser cuidadosamente realizados 

° Exemplo de procedimentos de manutengao com o analisador AxSYN (Abbott Lab): 

■ Diaria: limpeza das probes no inicio e no fim do uso. Esvaziar o esgoto apos cada rotina 

■ Semanal: verificar as lampadas, a limpeza dos filtros, dos segmentos, das estagoes de lavagem e dos dispensadores 

■ Mensal: limpeza dos carrosseis de processamento e das matrizes, descontaminagao das tubulagoes 

■ Semestral: limpeza das tubulagoes e calibragao das probes 
° E recomendavel: 

■ Definir o tipo de desempenho exigido para um determinado imunoensaio para que, em caso de falha, esta seja 
imediatamente identificada 

■ Quando da instalagao do novo sistema, checar os aspectos mais importantes, como: controle da qualidade, testes de 
precisao, testes para carry-over, controle da parte eletronica, controle de temperatura da incubadora etc. 

■ Checar esses indicadores periodicamente ou apos qualquer avaria. 

■ Menu ou painel de testes 

A maioria dos equipamentos automatizados para imunoensaios oferece um vasto menu de testes, como marcadores para 
tireoide, suprarrenal/pituitaria, diabetes, fertilidade, anemias, marcadores tumorais, marcadores cardfacos, monitoramento de 
farmacos e de drogas terapeuticas e de adicgao, alergias, sorologia para doengas infecciosas e autoimunes, transplantes, 
metabolismo osseo, citocinas e outras proteinas especiais. Alguns incluem testes especializados e exclusivos de um determinado 
equipamento. Exemplos de menus realizados por alguns equipamentos: 

• Tireoide: TSH, T4 total, T4 livre, T3 total, T3 livre, captagao de T3, tireoglobulina 

• Marcadores cardiacos: CK-MB-massa, troponina T, mioglobina, digoxina 

• Reprodugao/fertilidade: beta-hCG, DHEAS, estradiol, progesterona, testosterona, LH, FSH, prolactina 

• Marcadores tumorais: PSA total, PSA livre, CEA, AFP, CA125, CA15-3, CA19-9, CA 72-4, beta-hCG livre, alfafetoprotema, 
beta-2-microglobulina, NSE 

• Metabolismo osseo: N-telopeptidio 

• Metabolismo/hormonio: insulina 

• Autoanticorpos: anti-TPO, antitireoglobulina, HEp2 ANA, anti-dsDNA, anticardiolipina IgG e Ig 

• Anemia: vitamina B12, folato, ferritina, RBC folato 

• Sorologias: HBsAg, HBsAg confirmatorio, anti-HBc total, anti-HBc IgM, HBeAg, anti-HBe, anti-HBs, anti-HAV total, anti- 
HAV IgM, anti-i HIV 1+2, anti-HCV, anti-HTLVI/II, rubeola IgG e IgM, toxoplasmose IgG e IgM, anti-CMV IgG e IgM, 
anti-Treponema pallidum, anti-Trypanosoma cruzi, anti-HSV, anti -Helicobacterpylori, anti-EBV 



• Drogas terapeuticas/medicamentos/antibioticos: carbamazepina, fenitofna, acido valproico, fenobarbital, ciclosporina A, 
teofilina, gentamicina, lftio, tobramicina, vancomicina, salicilato, digoxina, digitoxina, alcool etilico 

• Outros: IgE, IgE alergenio-especifico. 

■ Deteccao do sinal 

E determinado pelo tipo de sinal emitido pelo reagente marcado. A escolha depende da adequagao a metodologia, de modo que 
resulte em um teste com alta eficiencia aliada a menor custo do sistema de detecgao. A maioria dos equipamentos automaticos 
usa um dos seguintes sistemas: 

• Espectrofotometria: provavelmente o mais comumente utilizado. As enzimas empregadas no sistema heterogeneo sao a 
peroxidase e a fosfatase alcalina. A cor produzida por um substrato cromogenico resultante da agao enzimatica e o sinal a ser 
lido 

• Fluorimetria: geralmente e empregada uma enzima, para converter o substrato fluorigenico em um produto fluorescente. 
Teoricamente, a espectrofotometria e fluorimetria sao capazes de detectar, respectivamente, 10 x mol e 10 12 mol do 
composto. Todavia, o “ruido” resultante da fluorescencia de fundo ( background) produzido por fluoroforos endogenos, tais 
como bilinubina, protema e lipidios, diminui consideravelmente a sensibilidade e a especificidade da fluorimetria. 
Metodologias como a DELFIA, desenvolvida por Wallac, que utiliza quelatos de lantanideos como marcadores, podem 
diminuir o problema 

• Luminometria: rapidamente difundida como imunoensaio luminescente ou quimiluminescente, possui elevada sensibilidade e 
utilizada principalmente nos ensaios heterogeneos. O sinal emitido e constituido de fotons oriundos da reacao quimica entre 
o marcador e os reagentes oferecidos para a emissao de luz sob condi goes especfficas. 

■ Computador 

Desempenho 

O computador ideal deve: 

• Controlar, de maneira eficiente, todas as etapas da reagao 

• Armazenar todas as informagoes sobre o teste, reagentes e calibragoes 

• Calcular os resultados, utilizando-se de calibradores ou por meio de padroes de concentragoes definidas 

• Permitir que o laboratorista tenha rapida decisao sobre a aceitabilidade dos resultados 

• Fornecer uma lista de excegoes, formatada pelo usuario, que possibilitem investigagoes adicionais sobre determinados 
resultados. 

Controle da qualidade 

O sistema de controle da qualidade e desenhado para assegurar que o resultado obtido esteja dentro de limites aceitaveis de 
exatidao e precisao. Esse programa deve monitorar o funcionamento do equipamento e a integridade dos reagentes e das 
amostras. Amostras-controle devem apresentar concentragoes proximas na faixa de decisao clinica do resultado. A maioria dos 
equipamentos armazena os resultados dos soros-controle e demonstra, por meio do grafico de Levey-Jennings, a precisao dos 
seus resultados. 

Interfaciamento bidirecional 

A comunicagao com o computador central (host) por meio de interface bidirecional e imprescindivel para uma rapida expedigao 
de resultados de exames. 

■ Escolha do sistema automatizado para imunoensaios 

Nao se trata de uma tarefa facil. pois, apesar de todas as vantagens apresentadas, muitos problemas tem sido observados. A 
escolha do analisador depende dos objetivos da aquisigao. 

Fontes de informagdes sobre analisadores automaticos 

Sao bastante variadas, tanto para os analisadores encontrados no mercado como para aqueles em desenvolvimento. Livros e 
periodicos especializados, materials promocionais dos fabricantes, impressos ou em sites, sao de grande auxilio na escolha. 


Devido ao grande numero de sistemas disponfveis, uma informagao resumida, como a apresentada pela CAP Today 
(publicagao do College of American Pathologists) 2 permite visualizar o resumo de modo tabulado, as principals caracterfsticas 
de cada equipamento, facilitando a comparacao entre diferentes sistemas. 

As informagoes mais atualizadas podem ser obtidas diretamente de cada companhia, que fornece dados sobre 
funcionamento, correlacoes entre outros instrumentos, precisao, linearidade, faixas de referenda e, ainda, sobre espago fisico 
necessario, voltagem, qualidade da agua, residuos e informacoes sobre o interfaciamento. 

Congressos e eventos dos profissionais da area, como a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC), a Sociedade 
Brasileira de Patologia Clinica (SBPC), entre outros, sao tambem boas fontes de informagao. Sites de fabricantes ou de seus 
representantes oferecem, facilmente, informacoes atualizadas de seus equipamentos. Uma boa complementacao de informagoes 
pode ser obtida em contatos com laboratorios com experiencia no uso do equipamento alvo. 

Criterios de escolha de equipamento automatizado para imunoensaios 

■ Tipo do laboratorio. O tamanho, o perfil de atividades e o volume da rotina do laboratorio definem prioridades. Em 
grandes laboratorios, sao preferiveis analisadores de menu amplo, acesso randomico, alta produtividade ou velocidade e 
capacidade de priorizar urgencias. Deve-se ainda verificar se o sistema pode ser integrado com a automagao planejada para o 
future do laboratorio. Laboratorios de pequeno porte devem limitar-se aos equipamentos menores, mesmo que estes nao tenham 
capacidade e velocidade altas. Atualmente, alguns equipamentos permitem realizar ensaios homogeneos e heterogeneos na 
mesma unidade, possibilitando efetuar, por exemplo, testes bioquimicos e testes para substancias psicoativas juntamente com os 
imunoensaios. 

■ Dimensao. A dimensao do equipamento e importante, assim como a sua acomodagao, seja o piso ou a bancada, a qual deve 
suportar, em geral, peso superior a 100 kg sem apresentar trepidagdes, mesmo com o equipamento em funcionamento. A 
passagem do equipamento pelas portas do laboratorio deve ser observada. 

■ Outros dados. A instalagao de um analisador deve ser feita mediante consulta ao servigo de engenharia do laboratorio, que, 
em conjunto com os assistentes tecnicos do fornecedor, deve adequar as condigoes para o bom funcionamento do aparelho, tais 
como: ambientes com temperatura e umidade controladas, fonte de energia estavel e instalagao eletrica adequada. 

■ Consideracoes financeiras 

Entre os itens a serem considerados para o calculo do custo total de um sistema de automagao incluem-se, principalmente: 

• Custo do instrumento, dos reagentes, calibradores e controles, dos descartaveis, das manutengoes, servigos e trabalho tecnico, 
assim como de interfaciamento, que propicia melhora na comunicagao e no envio dos resultados 

• Investimento financeiro inicial e a depreciagao do equipamento. 

■ Limitacoes dos resultados de imunoensaios 

Apesar dos seus resultados altamente precisos e da concepgao geral de que erros analiticos sao raros, os imunoensaios estao 
sujeitos a limitagoes inerentes aos testes imunologicos. Estudos envolvendo sete paises demonstraram a ocorrencia de 8,7% de 
resultados falso-positivos, tendo sido apontados como principals fatores de inespecificidade a presenga de fator reumatoide e 
anticorpos heterofilos. 

Alguns sores apresentam reatividade contra proteinas animais, principalmente aquelas direcionadas contra 
imunoglobulinas de camundongo, utilizadas nos testes que empregam anticorpos monoclonais, com prejuizo na especificidade. 
Muitas das interferencias, no entanto, sao dificeis de ser esclarecidas ou entao sao decorrentes de erros pre-analiticos. Na Tabela 
8.1 sao apresentadas as principals caracterfsticas de alguns equipamentos encontrados no Brasil e no exterior, de forma 
resumida, porem propiciando uma visao geral e comparativa. Essas informagdes foram obtidas da revista CAP Today, 2015. 2 

Tabela 8.1 Resumo das principals caracterfsticas de alguns equipamentos automatizados para imunoensaios 
mais utilizados no meio medico. 

Fabricante/local Abbott Diagnostics/EUA 

Nome do equipamento/inicio de 
fabricagao 


Architect il000SR/2008 


Architect i2000 SR/2003 


Architect ci8200/2003 


Tipo operacional 

Acesso continuo e 

randomico/amostras 

manuseadas/ batch 

Acesso continuo e 

randomico/ batch 

Acesso continuo e 

randomico/ batch 

Acomodagao 

Chao 

Chao 

Chao 

Entrada de amostras 

Rack 

Rack 

Rack 

Testes disponfveis 

Hormonios, fertilidade, 

tireoidianos, enzimas, 

cardfacos, tumorais, drogas, 

medicamentos, anemias, 

sorologia (congenitas), outros 

Hormonios, fertilidade, 

tireoidianos, enzimas, 

cardfacos, tumorais, drogas, 

medicamentos, anemias, 

sorologia (congenitas), outros 

Hormonios, fertilidade, 

tireoide, enzimas, 

cardfacos, tumorais, 

drogas, medicamentos, 

anemias, sorologia 
(congenitas), outros 

Fase solida 

Micropartlculas magneticas 

Micropartlculas magneticas 

Micropartlculas 

magneticas 

Metodo 

QL amplificada 

QL amplificada 

QL, fotometrico, 

potenciometrico 

Parametros simultaneos 

25 

25 

80 a 93 

Sistema aberto 

Nao 

Nao 

Nao 

Reagentes prontos para uso 

Sim 

Sim 

Sim 

Estabilidade dos reagentes a 

bordo/ref'rigeracao do 
compartimento 

30 dias/sim 

30 dias/sim 

3 a 28 dias/sim 

Codigo de barras para amostras e 

reagentes 

Sim 

Sim 

Sim 

Velocidade: testes/hora (depende do 

teste) 

68 a 120 

67 a 200 

400 a 1.200 

Volume mfnimo de amostra/volume 

“morto” 

10 m#50 

50 p<750 

10 lu750 lit 

Tubo primario 

Sim 

Sim 

Sim 

Detector de coagulos 

Sim 

Sim 

Sim 

Diluigao do soro pelo 
equipamento/reteste automatico 

Sim/sim 

Sim/sim 

Sim/sim 

N 2 de calibradores por parametro 

2 a 6 pts (depende do teste) 

2 a 6 pts 

2 a 6 pts 

Validade de calibracao 

Necessaria a cada novo lote 

Necessaria a cada novo lote 

Necessaria a cada novo 

lote 

Controle de qualidade em tempo 

real 

Sim 

Sim 

Sim 

Amostras de urgencia ( stat 
sample) 

Sim 

Sim 

Sim 


Capacidade de interfaciamento 

Sim 

Sim 

Sim 

bidirecional 




Codigo de alerta ocorrencia 

Sim 

Sim 

Sim 

Inventario de reagentes ainda 

Sim 

Sim 

Sim 

disponfveis 




Armazenamento de dados do CQ 

Sim 

Sim 

Sim 

Relatorio de erros 

Sim 

Sim 

Sim 
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Capitulo 9 

Teste Laboratorial Remoto 


Alexandre Inacio C. de Paula 


Introdugao 

Teste laboratorial remoto (TLR) e definido como o teste de laboratorio clfnico realizado proximo ao local de atendimento do 
paciente e que fomece resultado imediato. Tambem e chamado de teste de triagem, teste satelite, teste remoto, entre outros. 

Cada vez mais frequente em hospitals, ambulatorios e clmicas, trata-se da forma mais rapida de agilizar o resultado, 
direcionar e permitir terapeutica precoce e eficaz ao paciente, melhorando seu prognostico. 

Apesar de parecer extremamente simples, o TLR nao e livremente intercambiavel com os testes tradicionais realizados em 
instrumentos no laboratorio clinico. E embora seja de baixo custo, seu uso excessivo e inadequado causa aumentos 
significativos no custo dos cuidados. Entretanto, evidencias cientificas mostram que empregar o TLR melhora os resultados das 
intervengoes na saude quando comparado a nao os utilizar. Portanto, sao grandes os beneficios ao paciente que sobrepujam os 
riscos de divergences entre TLR e testes tradicionais. Lembrando que, embora desenvolvido como consequencia do aumento da 
necessidade de resultados clinicos mais rapidos, nao deve ser utilizado de forma linica ou como substituto do teste tradicional. 
Suas I imitagoes devem ser consideradas em todas as populacoes de pacientes. Nesse sentido, e evidente que se devem usar os 
TLR para triagem, sendo necessarios outros exames laboratoriais para confi rmagao diagnostica. 

Existem diversas formas de realizar TLR: a beira do leito do paciente utilizando o sangue total obtido por meio de capilar 
ou picada do dedo; outra opgao seria coletar uma amostra de sangue periferico e leva-la para teste na central de enfermagem. E 
a linica diferenga entre eles e que o teste da central de enfermagem pode requerer anticoagulagao em razao de atrasos para 
realizar o TLR. O tempo pode ser mmimo, mas suficiente para iniciar a coagulagao da amostra. Assim, o dispositivo fabricado 
para uso domestico em sangue capilar pode nao funcionar bem quando utilizado em ambiente hospitalar em sangue venoso ou 
arterial. TLR tambem sao normalmente realizados nos banheiros dos pacientes, para analises de componentes qufmicos em 
urina por meio de fitas ou pesquisa de sangue oculto em fezes. 

Apos 2011, com o interesse do governo federal em implantar a Rede Cegonha, que comegou a usar TLR em todas as 
Unidades Basicas de Saude (UBS), houve grande disseminagao desse tipo de teste, dada a urgencia em reduzir o mimero de 
mortes evitaveis de mulheres e criangas em todo o pais. 

Alguns TLR prometem resultados em ate 10 min e, com isso, ha possibilidade de intervengao terapeutica antecipada. 
Entretanto, a rapidez em obter o resultado nao significa necessariamente a melhor assistencia ao paciente, principalmente 
quando o desempenho e a qualidade do TLR nao sao equivalentes ao resultado do ensaio em laboratorio. Por isso, ha 
preocupagao com a qualidade do teste, o desempenho incorreto e o treinamento inadequado dos operadores, podendo causar 
diivida aos medicos e solicitagoes de testes desnecessarias para confirmagao diagnostica, aumentando os custos e riscos para o 
paciente. 

Gerenciamento 


O tipo de rotina relacionada aos TLR em uma dada instituigao sera influenciado por algumas questoes complexas que devem ser 
consideradas antes da escolha, como: 


Tipos de TLR realizados 
Volume de TLR 





• Populagao de pacientes 

• Custo 

• Niimero de operadores dos TLR 

• Estrutura de gestao da instituigao 

• Nivel de educagao dos operadores 

• Nivel de dificuldade de realizagao do teste 

• Documentagao dos resultados dos testes. 

Gestao e controle da qualidade 

Em decorrencia das variacoes das metodologias dos testes de imunoensaios, tanto o teste conduzido por TLR quanto o do 
laboratorio central devem ser equivalentes em toda instituigao ou sistema de saude para que haja possibilidade de gerenciar as 
terapias da melhor forma. Com isso, mesmo que o paciente tenha passado pela sala de emergencia, pelo centro cirurgico, pela 
UTI e, por fim, pela enfermaria, um TLR deve reproduzir o mesmo resultado do teste tradicional em laboratorio, mesmo se feito 
por diversos operadores. Para alcancar a otimizagao dos cuidados, o teste deve gerar resultados equivalentes, caso contrario, 
valores de referenda separados precisam ser estabelecidos para interpretagao clinica eficaz. Assim, a manutengao de testes de 
equivalencia e confiabilidade dos resultados sao os objetivos de esforgos da garantia e da gestao da qualidade dos TLR, a fim de 
atender as necessidades clinicas. 

A habilidade dos operadores em realizar os TLR esta diretamente ligada a qualidade dos resultados obtidos (Figura 9.1). Os 
dispositivos sao comercializados para serem de facil utilizagao e realizados por varios individuos com o minimo de treinamento. 
Para boa qualidade dos resultados dos testes, os operadores devem ser treinados no metodo especffico e finalmente participar da 
avaliagao para obterem o certificado do treinamento. Eles podem ter niveis diferenciados de formagao, como tecnologos, ensino 
medio, enfermagem, medicina e outros, porem uma pesquisa demonstrou que, para dispositivos simples, todos podem realizar 
os testes igualmente bem. Por outro lado, quando o dispositivo envolve etapas e conhecimentos tecnicos, a formagao torna-se 
importante e o desempenho depende do nivel de educagao do operador. 

O controle de qualidade e componente integral que forma a base da hierarquia do laboratorio de analises clinicas. Os 
objetivos do desempenho do TLR nao sao diferentes dos testes tradicionais realizados em laboratorio central: 

• Fornecer analise precisa e oportuna 

• Fornecer relatorios que sao uteis para o clinico tratar o paciente 

• Formal - a informagao epidemiologica disponivel para autoridades de saude publica 

• Fazer o melhor uso de pessoas, equipamentos e reagentes, no interesse da eficiencia 

• Gerenciar o uso do teste. 

Utilizagao clinica 

A maioria dos TLR e realizada a beira do leito dos pacientes com o intuito de avaliar analitos criticos, como gases sanguineos, 
eletrolitos, coagulagao, glicose e hemoglobina, alem de avaliar os sistemas especificos, como enzimas cardiacas 
(creatinoquinase, mioglobina e troponina), fungao renal (creatinina e ureia), enzimas pancreaticas (amilase e lipase) e de 
metabolismo osseo (N-telopeptidios). Os TLR tambem servem para analisar sangue oculto em amostras fecais e gastricas e para 
avaliagao de hipoxia neonatal por meio do couro cabeludo com a medida do pH. Na urina, sao avaliados substancias quimicas 
de metabolitos e componentes fisicos, teste de gravidez e substancias psicoativas. Em diagnostico microbiologico sao avaliados 
Streptococcus, Helicobacter pylori, virus Influenza, mononucleose infecciosa, teste de anticorpo doenga de Lyme, antigeno de 
Legionella, antigeno de Cryptococcus, teste de rotavirus, pesquisa de toxina A/B Clostridium difficile e adenovirus. 
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Figura 9.1 Esquema de teste de imunocromatografia utilizando conjugado com corante coloidal. A. Representagao da tira contendo 
anticorpo de coelho conjugado com corante coloidal (1), anticorpo antianalito anticorpo conjugado (2), anticorpo antianticorpo de 
coelho (3) e esponja absorvente (4). B. Adigao de amostra sobre pad (almofadinha) contendo o analito (5). A amostra aquosa hidrata o 
conjugado insoluvel e iniciase a migragao, sendo que na primeira linha forma-se o imunocomplexo (sandufche), no qual o analito esta 
entre o anticorpo conjugado e o anticorpo imobilizado na primeira linha. O excesso de conjugado continua migrando e e capturado 
pelo anticorpo antianticorpo de coelho, independentemente de a amostra conter ou nao o analito. C. A visualizagao para interpretagao 
dos resultados e na forma de linhas coloridas conforme a cor do corante coloidal do conjugado. O teste e positivo quando apresenta as 
linhas teste e controle marcadas, e invalido quando nao apresenta linha do controle formada, indicando falha no teste. 

Em 2011, o Ministerio da Saude implantou um programa educativo relacionado a saude reprodutiva e sexual durante o 
acompanhamento pre-natal das gestantes nas UBS. Esse programa tem como objetivo o diagnostico precoce e o tratamento das 
DST/HIV/AIDS, sffilis e hepatites virais em gestantes, bem como a prevengao. 1 Para implementar gradualmente os TLR na 
atengao basica, os centres de testagem e aconselhamento (CTA) foram estrategicamente incluldos para que o acesso aos exames 
fossem ampliados e pudessem ser incorporados ao Sistema Unico de Saude (SUS). 

O assunto mais comum na utilizagao dos TLR e a possibilidade de resolver duvidas cllnicas rapidamente. Nesses casos, os 
testes para gases sangulneos e glicose, por exemplo, tem sido implantados em locais com pacientes clinicamente crfticos. Em 
casos de alteragao no teste, e posslvel a intervengao terapeutica no momento da coleta e da obtengao do resultado do exame, 
descartando dessa forma o interferente de tempo e podendo analisar mudangas na fisiopatologia da doenga no tempo real da 
terapia empregada. Com isso, os TLR possibilitam tratamentos cllnicos mais rapidos, com efeito positivo, principalmente em 

















































pacientes de salas de emergencias e UTI, resultando em tempos menores de intcrnacoes. 

0 numero de situacoes em que os TLR podem ser aplicados aumentou consideravelmente devido ao desenvolvimento de 
novos diagnosticos rapidos de doencas infecciosas. Isso tem levado a um enorme impacto nao so sobre qucstoes de saude 
publica, mas tambem sobre situagoes clinicas de rotina. Nesse sentido, o TLR preciso e confiavel pode melhorar os diagnosticos 
e consequentemente diminuir equivocos em escolhas terapeuticas. No entanto, o SUS preconiza que os TLR sao apenas exames 
de triagem e devem ser confirmados pelos exames laboratoriais complementares. 1 

A implantagao de TLR em atengao primaria da saude e fundamental em casos especificos. Um deles e de pacientes 
gestantes nas quais deve ser feita a triagem para diagnostico de sifilis, hepatites e HIV em postos de saude. 0 diagnostico 
favorece a intervengao medica e diminui consideravelmente a transmissao vertical dessas doengas. Outros casos sao de 
doadores em banco de sangue e acidentes de profissionais de saude. 

Custo 

Depende da forma como e gerenciado. Um dos fatores evidentes e o numero de operadores, que afeta o custo final de cada teste, 
em razao do tempo envolvido com treinamento e manutengao das habilidades adquiridas nos treinamentos. Os operadores 
precisam realizar teste-controle de qualidade para documentar as competencias. Portanto, quanto maior o controle de qualidade, 
maior o custo final do teste em questao. 

0 volume de testes e outro fator que afeta diretamente o custo. Diferentemente dos testes tradicionais com equipamentos 
em laboratorio, que tem custos relativamente altos na implantagao e posteriormente custos variaveis (reagentes) baixos, os TLR 
tem custos de implantagao baixos e custos variaveis geralmente mais elevados quando comparados com os testes tradicionais. 

Devido ao somatorio de fatores especificos de um dado local, os custos podem variar por causa do numero de diferentes 
dispositivos, de operadores, do volume de testes e da frequencia de controle de qualidade realizada. Assim, estimativas de 
custos em uma instituigao nao deve ser aplicado a outra. 

Dispositivos 


■ Fluxo continuo 

O principio do ensaio e o procedimento compreendem aplicagao de varias gotas de material sobre a membrana. A amostra e 
absorvida pela esponja e o tampao de lavagem e aplicado como gotas seguindo de uma solugao de anticorpo marcado com a 
fosfatase alcalina. 

■ Tiras de imersao 

O formato de tiras de imersao tambem foi desenvolvido visando a diminuir os custos com insumos de analise, em comparagao 
com o fluxo continuo. Nesse teste, a tira de imersao contem uma area colorida com o anticorpo na extremidade da fita. O ensaio 
pode ser realizado assim: a tira e mergulhada na amostra, em seguida, em um recipiente para lavagem e, por fim, em solugao 
marcadora no cromogeno. 

■ Metodo imunocromatografico 

Para eliminar adigao de reagentes como descrito nos metodos anteriores, foram empregadas novas melhorias que resultaram em 
imunoensaios simples e rapidos. A imunocromatografia consiste na geragao de sinais, seguida pelo fluxo lateral em material 
poroso como uma membrana de celulose coberto com acetato transparente. 0 analito pode migrar da extremidade proximal para 
a distal por meio da agao capilar e chegar ate a esponja que mantem a taxa de fluxo capilar constante. As zonas de aplicagao da 
amostra, de marcagao e de detecgao sao ajustadas entre as extremidades. Corante insoluvel, como ouro coloidal, e utilizado 
como revelador da interagao antigeno-anticorpo. O corante pode ser ligado ao antigeno ou ao anticorpo a ser pesquisado na 
amostra. O analito e fixado na membrana na forma de linhas ou pontos, e o restante da membrana e bloqueado com proteina 
inerte como nos testes imunoenzimaticos. As especificagoes dos dispositivos para imunoensaios rapidos podem ser vistos na 
Tabela 9.1. 

Para detectar antigenos, podem ser utilizados anticorpos fixados na linha de captura e conjugados a um segundo anticorpo 
ligado ao corante. A amostra aplicada se une ao conjugado colorido e, apos a migragao por cromatografia, a formagao do 
imunocomplexo e revelada pelo deposito do corante coloidal na linha de captura. 

Para detectar anticorpos, podem-se utilizar excesso de amostra e quantidade limitada de antigenos marcados com corante 




para migrar com o anticorpo da amostra. O complexo e formado na linha de captura contendo tambem o antfgeno especffico. 
Outra possibilidade e utilizar anti-imunoglobulina marcada, que se ligara as imunoglobulinas da amostra, e os imunocomplexos 
serao formados na linha de captura contendo o antfgeno especffico. Nessa metodologia imunocromatografica, a validade do 
teste e garantida por controles internos como nos testes imunoenzimaticos. 


Tabela 9.1 Especificagoes dos dispositivos para imunoensaios rapidos (imucromatografia). 

Analito (tempo maximo de leitura: 15 min) 

Amostra 

Helicobacter pylori 

Sangue 

Troponina 1 

Soro 

Beta-hCG 

Urina/soro 

HBsAg 

Sangue/soro 

PSA 

Sangue/soro 

HIV 

Sangue/soro 

Toxina A/B Clostridium perfringens 

Fezes 

Rotavirus 

Fezes 

Cryptococcus neoformans 

Liquor 

MPT 64 - Mycobacterium do complexo tuberculosis 

Cultura positiva (cepa) 

Schistosoma mansoni 

Fezes 

Giardia lamblia 

Fezes 

Sangue oculto 

Fezes 

Virus sincicial respiratorio 

Secregao orofaringe 

Virus influenza humana A, B e C 

Secregao orofaringe 

Sifilis 

Sangue/soro 

Trichomonas varginalis 

Secregao vaginal 

Streptococcus pyogenes 

Secregao orofaringe 

Adenovirus 

Fezes 

Streptococcus pneumoniae 

Urina 

Dengue 

Sangue/soro 

Shigella sp 

Fezes 

Escherichia coli 0157 

Fezes 

Cryptosporidium sp 

Fezes 

Entamoeba histolytica 

Fezes 

Epstein-Barr virus 

Sangue/soro 




Legionella pneumophila 

Urina 

Plasmodium sp 

Sangue 

Rubella virus 

Sangue/soro 
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Capitulo 10 

Desenvolvimento, Produ^ao, Valida^ao e Boas Praticas 
de Fabrica^ao de Produtos para Diagnostic In Vitro 


Claudia Solimeo Meneghisse 


Introducao 

Em um mundo globalizado, e importante considerar nao so a legislagao brasileira, mas tambem a legislagao internacional 
durante o planejamento, o desenvolvimento, a validagao e a producao de reagentes para diagnostico de uso in vitro (IVD, in 
vitro diagnosis). As boas praticas de fabricagao e controle (BPF) devem ser consideradas desde o infcio do processo de 
desenvolvimento, conforme aplicavel, para facilitar a implcmcntacao durante a produgao. 

Os produtos para IVD fazem parte de uma categoria conhecida como dispositivos medicos, no Brasil mais conhecidos 
como produtos para saude (antigamente chamados de “correlatos”). Apesar de suas particularidades, os IVD sao, em geral, 
regulamentados como uma subcategoria dos dispositivos medicos, tomando-se essa legislacao como base. 

A tendencia atual na area de dispositivos medicos, incluindo produtos para IVD, e a harmonizagao da legislagao, se nao em 
nivel global, pelo menos entre comunidades economicas. Como exemplo, e possfvel citar a Uniao Europeia (UE), cujos 
trabalhos de harmonizagao se iniciaram ainda nos anos 1970, com normas especfficas para IVD publicadas em 1998. As 
diretivas ou regulamentagoes da UE sao comuns a todos os seus estados-membros. Na America do Sul, os pafses do Mercosul ja 
harmonizaram diversas normas e reunem-se periodicamente na tentativa de entrar em consenso sobre a legislagao sanitaria e, 
assim, facilitar a aprovagao de produtos e a circulagao de mercadorias entre os estados-membros. 

E possfvel citar tambem o International Medical Device Regulators Forum (IMDRF), fundado em 2011, do qual o Brasil 
[Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)] faz parte, com autoridades sanitarias da Australia [Therapeutic Goods 
Administration (TGA)], Canada [Health Canada (HC)], China [China Food and Drug Administration (CFDA)], Uniao Europeia 
(European Commission Dictorate-General for Internal Market, Industry, Entrepreneurship and Small and Medium-sized 
enterprises), Japao [Pharmaceutical and Medical Devices Agency (PMDA); Ministry of Health, Labour and Welfare (MHLW)], 
Russia [Russian Ministry of Health (RMH)], Singapore [Health Sciences Authority (HSA)], South Korea [Ministry of Food and 
Drag Safety (MFDS)] e EUA [US Food and Drug Administration (FDA)]. 

Entre as iniciativas do IMDRF esta o projeto piloto do Programa de Auditoria Unica em Produtos para a Saude (MDSAP, 
Medical Device Single Audit Program). A iniciativa multilateral tem entre os seus objetivos a operagao de um programa de 
auditoria unica e a busca pelo alinhamento da regulagao de produtos para saude. O programa visa permitir que organismos 
auditores reconhecidos conduzam uma auditoria unica de um fabricante de produtos para a saude que possa contemplar os 
requisitos relevantes das autoridades regulatorias participantes. O programa tem como parceiros a Anvisa, pelo Brasil; o TGA, 
da Australia; o HC, do Canada; e o FDA, dos EUA e o PMDA do Japao. A RE n 2 2.347/2015 reconheceu o Programa de 
Auditoria Unica em Produtos para a Saude (Medical Device Single Audit Program - MDSAP) para fins de atendimento ao 
disposto na RDC n 2 39/2013 e estabeleceu que os Organismos Auditores que atenderem aos requisitos estabelecidos no ambito 
do programa serao reconhecidos pela Anvisa mediante a publicagao de ato normativo individual. 1,2 

No Brasil, o Ministerio da Saude, diretamente ou por meio da Anvisa, rege a legislagao sobre BPF e boas praticas de 
distribuigao e armazenamento. Essa legislagao foi publicada em Diario Oficial e pode sofrer alteragoes ou complementagoes 
sempre que necessario. Alem dessa legislagao, existem tambem normas especfficas relacionadas aos produtos para IVD, 
publicadas pela Associagao Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT). 




O desenvolvimento de reagentes imunodiagnosticos inicia-se com um projeto, no qual serao definidas todas as 
caracterfsticas desejadas para o novo reagente e as etapas necessarias para o seu desenvolvimento. A seguir, em uma etapa de 
pesquisa cientifica, estudam-se a metodologia, os antigenos e/ou anticoipos a serem utilizados e seu suporte (microplacas, 
microtubos, partlculas de latex etc.) e os parametros minimos necessarios para aquele reagente (sensibilidade, especificidade, 
reprodutibilidade etc.). 

O desenvolvimento ja deve ser feito pensando na producao em grande escala e no cumprimento das BPF. E ainda durante o 
desenvolvimento que se deve fazer a validagao do produto e do processo. 

A validagao e uma etapa importante dentro das BPF. pois ajuda a estabelecer as condicoes ideais para fabricagao e controle 
de qualidade de um produto, monitorando os erros e as variagSes posslveis. 

Com base em todas essas informagoes, este capitulo traga diretrizes para o desenvolvimento e a produgao de reagentes 
imunodiagnosticos e estabelece os procedimentos de validagao a serem adotados em ensaios para IVD, tanto na sua fabricagao 
quanto na implantagao em rotina de laboratories de analises clinicas e bancos de sangue. 

Historico 


Desde os primordios da civilizagao, as pessoas tem se preocupado com a qualidade e a seguranga dos alimentos e 
medicamentos. Ja em 1202, o rei Joao da Inglaterra proclamou a primeira legislagao alimentar inglesa, o Veredito do Pao, que 
proibia a adulteragao do pao com ingredientes como ervilhas ou feijao. A regulamentagao de alimentos nos EUA remonta a 
tempos coloniais. 

Na segunda metade do seculo 18, com a Revolugao Industrial na Inglaterra e consequente aumento de problemas de saude, 
incluindo acidentes de trabalho, comega a surgir na Europa um movimento sanitarista, com programas de prevengao e 
saneamento para controle de doengas. Surge, entao, na Alemanha, a Pollcia Medica, responsavel pelas normas de conduta em 
defesa da saude publica. Inicia-se a normatizagao e o controle sobre o exerclcio da Medicina, o funcionamento de hospitals, o 
saneamento ambiental e o comercio de alimentos. 

Infelizmente, muitos avangos legislatives e tecnologicos deram-se a partir de escandalos na area de saude publica. Como 
exemplo, e possfvel citar a Lei Federal de Alimentos, Medicamentos e Cosmeticos (FDCA) dos EUA, que entrou em vigor em 
1938, apos o desastre “elixir de sulfanilamida” em 1937. Mais de 100 pessoas foram envenenadas e morreram quando o 
antibiotico sulfanilamida foi dissolvido em dietilenoglicol (DEG) e comercializado como xarope para tosse. O DEG e perigoso 
para seres humanos, mas, na epoca, tal informagao nao era amplamente conhecida e nao havia regras que exigiam testes de 
seguranga em novos medicamentos antes de irem a venda. 

Outro exemplo foi o escandalo da talidomida. Langado como um medicamento sedativo no fim da decada de 1950, 
mostrou-se eficaz para amenizar os efeitos de ansia na gravidez. O medicamento foi vendido a partir de 1957, mas retirado do 
mercado em 1962, quando se descobriu que era capaz de interferir no desenvolvimento de fetos, causando defeitos congenitos. 

Mais recentemente, o escandalo dos implantes mamarios da empresa francesa Poly Implant Prothese (PIP) levou a UE a 
revisar sua legislagao para dispositivos medicos (incluindo produtos para IVD) e intensificar a fiscalizagao nessa area. A Figura 
10.1 resume alguns marcos historicos na implantagao da legislagao sanitaria mundial. 

No Brasil, as atividades ligadas a vigilancia sanitaria foram estruturadas, nos seculos 18 e 19, para evitar a propagagao de 
doengas nos agrupamentos urbanos que estavam surgindo. A execugao dessa atividade exclusiva do Estado, por meio da pollcia 
sanitaria, tinha como finalidade observar o exercicio de certas atividades profissionais, coibir o charlatanismo, fiscalizar 
embarcagoes, cemiterios e areas de comercio de alimentos. 
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Figura 10.1 Alguns destaques da legislagao sanitaria mundial. FDA: Food and Drug Administration; GHTF: Grupo de Trabalho de 
Harmonizagao Global; ICH: International Conference Harmonization; IMDRF: Forum Internacional dos Reguladores de Dispositivos 
Medicos; ISO: International Organization for Stardadization; OMS: Organizagao Mundial da Saude; UE: Uniao Europeia. 


No fim do seculo 19, houve uma reestruturagao da vigilancia sanitaria impulsionada pelas descobertas nos campos da 
bacteriologia e terapeutico nos periodos que incluem a I e a II Grandes Guerras. Apos a II Guerra Mundial, com o crescimento 
economico, os movimentos de reorientagao administrativa ampliaram as atribuigoes da vigilancia sanitaria no mesmo ritmo em 
que a base produtiva do pals foi construida, bem como conferiram destaque ao planejamento centralizado e a participagao 
intensiva da administragao publica no esforgo desenvolvimentista. 

A partir da decada de 1980, a crescente participagao popular e de entidades representativas de diversos segmentos da 
sociedade no processo politico moldou a concepgao vigente de vigilancia sanitaria, integrando, conforme preceito 
constitucional, o complexo de atividades concebidas para que o Estado cumpra o papel de guardiao dos direitos do consumidor 
e de provedor das condigoes de saude da populagao. 3 A Figura 10.2 mostra alguns destaques na legislagao sanitaria no Brasil. 


Definigdes 


■ Validacao Confirmagao por analise e evidencia objetiva que os requisitos definidos para uma determinada finalidade 
conduzem, de forma consistente, ao resultado esperado (RE). Com relagao a um projeto, significa estabelecer e documentar 
evidencias objetivas de que as especificagoes do produto atendem as necessidades do usuario e o seu uso pretendido. Com 
relagao a um processo, significa estabelecer e documentar evidencias objetivas de que o processo produzira consistentemente 
um resultado que satisfaga as especificagoes predeterminadas. 4 

■ Kit. Conjunto de reagentes e insumos que definem o sistema diagnostico. 

■ Calibracao. Conjunto de operacoes que estabelecem, sob condigoes especificadas, a relagao entre os valores representados 
por uma medigao e os correspondentes obtidos com os padroes. 

■ Produto para diagnostico in vitro (IVD). Reagentes, calibradores, padroes, controles, coletores de amostra, materials e 
instrumentos, empregados individualmente ou em combinagao, com uso determinado pelo fabricante para analise in vitro de 



























































amostras derivadas do corpo humano, exclusiva ou principalmente para prover informagoes com propositos de diagnostico, 
monitoramento, triagem ou para determinar a compatibilidade com potenciais receptores de sangue, tecidos e orgaos. Essa 
definigao foi redrada da Resolugao RDC n- 36/2015. 5 

■ Verificagao. Confirmagao por analise e apresentacao de evidencias objedvas de que os requisitos especificados foram 
cumpridos. Inclui o processo de examinar os resultados de uma atividade para determinar a conformidade com as especificagoes 
estabelecidas. 6 
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Figura 10.2 Alguns destaques da legislagao sanitaria no Brasil. 


■ Registro mestre do produto (RMP). Compilagao de documentos contendo especificagoes, instrugoes e procedimentos 
para obtengao de um produto acabado, bem como sua instalagao, assistencia tecnica e manutengao. 


Desenvolvimento de reagentes imunodiagnosticos 

Historicamente, a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias e produtos para saude acontecem, em sua maioria, em 
universidades e centres de pesquisas publicas ou privadas sem fins lucrativos. Esses novos produtos sao, entao, transferidos 
para empresas privadas com o objetivo de produgao em serie e distribuigao ao mercado. A legislagao vigente abrangia toda 
cadeia de distribuigao, mas a parte de “pesquisa e desenvolvimento” acabava sendo excluida ou ficando em segundo piano. Nao 
rare, reagentes para IVD funcionavam muito bem em pequenas escalas e fabricagao manual, mas nao tinham o mesmo 
desempenho quando fabricados em larga escala. 

Dal a importancia de a pesquisa e o desenvolvimento serem feitos baseados em um projeto, com fases de planejamento, 
dados de entrada de projeto, verificagao, dados de salda de projeto, controles de alteragoes, entre outros, a serem detalhados a 
seguir. 

O controle de projeto e abordado em sistemas de gestao da qualidade. Na Europa, no Canada, na Australia e em diversos 
outros palses, a regulamentagao especlfica para produtos medicos baseia-se na norma internacional ISO 13485: Produtos para 
saude - Sistemas de gestao da qualidade - Requisitos para fins regulamentares (internalizada no Brasil como NBR ISO 13485). 















































Nos EUA, a FDA conta com suas proprias regras de gestao da qualidade, conhecidas como regulamentagao do sistema da 
qualidade (QSR; 21 CFR 820), alinhadas com normas internacionais. 

No Brasil, existe um “desentendimento” quanto ao termo BPF. pois a palavra fabricagao remete ao entendimento apenas 
das etapas de produgao propriamente ditas. Entretanto, a legislagao em vigor hoje no Brasil (e em grande parte do mundo) 
abrange muito mais do que apenas fabricagao. A Resolucao RDC n- 16/2013 “estabelece requisitos aplicaveis a fabricagao de 
produtos medicos e produtos para diagnostico de uso in vitro. Esses requisitos descrevem as BPF para metodos e controles 
usados no projeto, compras, fabricagao, embalagem, rotulagem, armazenamento, distribuigao, instalagao e assistencia tecnica 
dos produtos medicos e produtos para diagnostico de uso in vitro ”. 5 

■ Projeto de pesquisa e desenvolvimento 

O processo de fabricagao de reagentes para IVD comega com a pesquisa e o desenvolvimento. A primeira etapa no 
desenvolvimento de um novo produto e elaborar o seu projeto. E entenda-se novo nao apenas como nova metodologia ou novo 
parametro; mesmo que o produto a ser desenvolvido ja tenha similares no mercado, ele sera um produto novo, pois tera 
caracterfsticas especificas. E no projeto que se definem detalhadamente o que se quer desenvolver, qual a metodologia, quais 
sao os parametros, as apresentagoes, a materia-prima que sera utilizada, as etapas da produgao, os itens crfticos do processo e as 
etapas de controle de qualidade. 

O projeto e a diretriz que serve de guia durante todo o desenvolvimento e a validagao de um novo produto. Sem ele, corre- 
se o risco de se perder durante essas etapas. 

A legislagao brasileira, especffica da area medica, nao define como um projeto deve ser elaborado, mas da algumas 
orientagoes sobre controle de projetos, por meio da Resolugao RDC n 2 16/2013.' O controle de projetos e extremamente 
importante, pois com ele e possivel assegurar que os requisitos especificados para o projeto estao sendo obedecidos. Todas as 
etapas devem ser documentadas, avaliadas e aprovadas por pessoas designadas qualificadas para tal. 

E possivel entender projeto como um processo que gera um produto. Se o projeto nao tiver qualidade, o produto gerado 
tambem nao tera. Portanto, a qualidade e os controles devem comegar no projeto. 

A seguir, sao descritos os itens principais a serem abordados em um projeto ou piano de desenvolvimento de produto , 
tendo em mente que alguns deles sao mandatories, de acordo com as regras de gestao da qualidade. E importante lembrar 
tambem que o projeto e dividido em um piano (“o que se pretende fazer”) e um relatorio , com os resultados obtidos para cada 
etapa e registros das alteragoes feitas e aprovadas. 

• Tltulo: normalmente e curto e objetivo. E o que identifica e diferencia o projeto de outros 

• Introdugao: deve conter a apresentagao do tema e um breve resumo do que sera abordado no projeto. Aqui se coloca tambem a 
justificativa, ou seja, o motivo para o projeto 

• Objetivo: neste item define-se qual e o produto, objeto do projeto, com todos os detalhes sobre suas caracterfsticas, desde a 
metodologia aplicada, uso pretendido, ate a embalagem final. Aqui e possivel colocar tambem o prazo para sua finalizagao 

• Metodologia e procedimentos (dados de entrada de projeto): item mais extenso do projeto. Devera conter a descrigao dos 
atributos flsicos, indicagao de uso, desempenho, compatibilidade, seguranga, eficacia, ergonomia, usabilidade, informagoes 
provenientes de projetos anteriores e resultados do gerenciamento de risco, entre outros requisitos de um produto para IVD, 
que sao utilizados como base de seu projeto, incluindo tambem os requisitos legais e regulamentares aplicaveis. Aqui se deve 
ja pensar em qual sera a classificagao de risco do produto final de acordo com a Anvisa (RDC n 2 36/2015 6 ) e quais os riscos 
associados a esse produto, para que eles possam ser mitigados ainda durante a pesquisa e o desenvolvimento. Devem-se listar 
tambem as normas nacionais e internacionais especificas para o produto a ser desenvolvido. Caso alguma norma nao seja 
utilizada, deve-se justificar por escrito a sua nao aplicabilidade. Neste item tambem se descrevem as especificagoes de cada 
materia-prima e dos equipamentos a serem utilizados no desenvolvimento do produto, os procedimentos para produgao e 
controle de qualidade durante as etapas de desenvolvimento e produgao, a validagao do produto e do processo, os testes em 
campo, se aplicaveis, e como se fara a aprovagao e a liberagao final do produto. Aqui se devem prever tambem as 
necessidades de treinamento e qualificagao de pessoal 

• Planejamento e desenvolvimento: nesta etapa serao estabelecidos os pianos que identificam cada atividade do projeto, as 
pessoas responsaveis por cada uma e os respectivos prazos para cada etapa do projeto 

• Verificagao/revisao de projeto: a verificagao devera confirmar se o produto obtido satisfaz os requisitos do produto proposto e 
se ele esta adequado para o uso pretendido. Os resultados da verificagao de projeto, incluindo a identificagao do projeto 
verificado, metodos de verificagao, data e nome da pessoa encarregada da verificagao, deverao ser documentados. Quando 
aplicavel, a verificagao de projeto devera incluir a validagao de software e analise de riscos. A revisao de projeto e a sua 


verificagao final, e devera ser feita por pessoas qualificadas e que tenham responsabilidade direta sobre o projeto. Os 
resultados das verificagoes tambem deverao ser assinadas e documentadas 

• Liberagao de projeto: apos as devidas verificagoes e revisoes, o projeto podera ser liberado para a produgao 

• Dados de saida de projeto: nesta etapa descreve-se o resultado em cada fase do projeto e seu resultado final, seja ele positivo ou 
negativo. E interessante manter um historico dos principals problemas enfrentados durante o desenvolvimento para que 
futuramente os mesmos erros nao sejam cometidos ou para que possam ser previstos. 0 dado de saida de um projeto 
finalizado e a base para o RMP. 

Um projeto e sempre flexivel e pode ser alterado no decorrer de sua execugao para atender a necessidades nao previstas no 
momento de sua criagao. Contudo, e importante lembrar que toda alteragao deve ser identificada, documentada, verificada, 
revisada e aprovada antes de ser executada. 

A RDC n 2 16/2013 pede tambem que os fabricantes mantenham um Registro Historico de Projeto para cada produto, que 
devera conter ou fazer referenda a todos os registros necessarios para demonstrar que o projeto foi desenvolvido de acordo com 
os pianos aprovados e os requisitos das normas e legislates vigentes. 5 

■ Desenvolvimento propriamente dito 

Durante o desenvolvimento de um produto serao testadas, na pratica, as etapas definidas no projeto. E nessa fase que serao 
testadas e estabelecidas as quantidades a ser acrescentadas de cada materia-prima, qual sua ordem de adigao, os tempos de 
agitagao ou incubagao, aquecimentos, resfriamentos, os equipamentos utilizados etc. 

Inicia-se o desenvolvimento fazendo-se pequenas quantidades de cada solugao envolvida na produgao e, depois dos ajustes 
necessarios, parte-se para maiores escalas ( scale up), para verificar se as caracterfsticas do produto sao mantidas. 

Ao longo da validagao e obrigatorio demonstrar que as etapas definidas sao reprodutiveis e atendem as especificagoes do 
produto. 

Todas as alteragoes devem ser devidamente documentadas e aprovadas. Uma vez que se tenha um produto acabado 
definido, procedimentos devem ser escritos, com orientagoes para fabricagao. Realiza-se entao a transferencia para a produgao, 
que fara os primeiros lotes-piloto a serem utilizados na validagao final do produto e em eventuais estudos de desempenho, se 
aplicaveis. 

Boas praticas de fabricagao 

A produgao de reagentes imunodiagnosticos deve ser feita seguindo-se as BPF. Como ja mencionado anteriormente neste 
capitulo, a legislagao hoje em vigor e Resolugao RDC n 2 16/2013. 5 

Para todas as etapas da produgao, devem-se ter procedimentos escritos descrevendo detalhadamente como deve ser feita a 
fabricagao e os controles de qualidade do produto. Esses procedimentos sao os conhecidos procedimentos operacionais padrao 
(POP) ou RMP. 

Nesses procedimentos, serao descritas tambem as formulas padrao, ou seja, a “receita de bolo”, as quais nao devem ser 
modificadas sem autorizagao de um responsavel e sem os devidos testes e validagoes. As produgoes deverao ser acompanhadas 
por protocolos de produgao, em que deverao ser registrados os lotes e as quantidades das materias-primas utilizadas. Os 
controles de qualidade realizados durante a produgao e/ou no produto final tambem deverao ter registros. Alem disso, os 
protocolos de produgao e controle de qualidade devem ser conferidos e revisados por uma pessoa autorizada. Tudo isso fara 
parte do Registro Historico do Produto. 

O pessoal que trabalhara na produgao e no controle de qualidade deve ser qualificado e treinado periodicamente. Deve-se 
tambem definir quais sao os equipamentos de protegao individual (EPI), como luvas, avental, mascara etc., e os equipamentos 
de protegao coletiva (EPC), como capelas, exaustores etc., a serem utilizados. 

Validagao 

Tanto a atual Resolugao RDC n 2 16/2013 5 sobre BPF quanto a Resolugao RDC n 2 36/2015 6 , que estabelece o regulamento 
tecnico de produtos para IVD, abordam aspectos da validagao de processos e produtos. A norma brasileira NBR 14864 dispoe 
sobre procedimentos para validagao de reagentes ou sistemas de diagnostico. 


■ Objetivo 




O processo de validagao tem por objetivos: assegurar que as condicoes adequadas de exame e as instrucoes de uso estejam bem 
definidas; monitorar o desempenho dos produtos para IVD; avaliar a dimensao dos erros aleatorio e sistematico; decidir sobre a 
aceitabilidade dos produtos para IVD; avaliar seu desempenho quanto a utilidade medica dos resultados obtidos; estabelecer 
condicoes ideais de uso, incluindo o controle de qualidade; e desenvolver um piano de controle da qualidade para validar sua 
eficiencia prospectivamente. 

A rastreabilidade deve ser garantida em todas as etapas, permitindo a investigagao e o esclarecimento de eventuais falhas 
em alguma delas. 

■ Procedimento 

As atividades necessarias a validacao e os resultados obtidos em cada etapa, acompanhados de relatorio de decisao, devem ser 
registrados em documentos controlados e arquivados, que comporao o relatorio de validagao. 

Os modelos e os resultados obtidos durante a validacao serao repassados aos usuarios na forma de informagoes de 
desempenho constantes das instrucoes de uso do produto. 

A analise critica dos resultados obtidos deve ser considerada na elaboragao das condicoes de uso e de um piano de controle 
de qualidade, incluindo recomendacoes especfficas ao usuario para obter o desempenho desejado dos produtos ou do conjunto 
de reagentes para IVD. 

No procedimento de validacao devem ser consideradas as seguintes caracterfsticas de desempenho: condicoes ideais de 
padronizacao, calibragao do teste por meio do estabelecimento do cut off, avaliagao dos indices de sensibilidade e especificidade 
clinica, comparagao de metodos avaliando indices de sensibilidade e especificidade relativas, repetitividade e reprodutibilidade, 
estabilidade dos componentes do kit e criterios de aceitabilidade dos resultados do ensaio (ver Capitulo 4). 

Durante o processo de validagao deve-se efetuar a etapa de elaboragao ou revisao das instrugoes de uso, contemplando os 
aspectos importantes para garantir a eficiencia dos produtos para IVD, bem como instrugoes especfficas, se houver, para a 
assessoria tecnico-cientffica. A instrugao de uso, alem das informagoes tecnicas e metodologicas e de caracterfsticas de 
desempenho, deve dar destaque ao detalhamento do procedimento de execugao do teste, permitindo que o operador realize a 
medigao sem informagoes adicionais. 

A analise critica do controle de qualidade prospective e do acompanhamento de informagoes dos usuarios deve contemplar 
a possibilidade de implementagao da instrugao de uso e ajustes na produgao, se necessarios. 

■ Requisitos da validagao 

Podem variar de acordo com a metodologia utilizada e o tipo de reagentes que estao sendo empregados, e alguns requisitos nao 
se aplicam a determinados parametros. Devido a grande diversidade de metodologias utilizadas para IVD, na elaboragao deste 
capitulo sobre validagao foi adotado como modelo um kit imunoenzimatico (ver Capitulo 7) para pesquisa de anticorpos 
anti-Trypanosoma cruzi (doenga de Chagas). 

Nesse caso, devem-se considerar as caracterfsticas do metodo imunoenzimatico do exame, a utilidade medica dos 
resultados na selegao de doadores de sangue e orgaos e as condicoes de uso manual e automatizado do kit. 

■ Validagao de processo 

Na fase de desenvolvimento de um produto novo, serao ensaiadas diversas formulagoes, tempo de agitagao, ordem de adigao 
dos reagentes, temperatura etc., ate se chegar a formulagao considerada “ideal” para aquele produto. Uma vez obtida essa 
formulagao, por meio do processo de validagao, devem-se simular situagoes de desvio e definir os limites maximos e minimos 
permitidos para cada situagao. 

Para realizar a primeira fase da validagao, devem-se definir quais sao as etapas criticas do processo, ou seja, aquelas que 
interferem na qualidade do produto. Em seguida, e necessario simular situagoes adversas as condigoes ideais e testar o produto 
em cada situagao. 

Entre as etapas criticas de um processo de produgao de um kit imunoenzimatico e possivel citar: 

• Tipo e qualidade da agua a ser utilizada na produgao de seus componentes 

• Temperatura do ambiente onde esta sendo realizada a produgao 

• Ordem de adigao das materias-primas para produgao de cada componente 

• Quantidade de cada componente adicionado a formulagao 

• Tempo de agitagao 


• Tempo e temperature de incub agao. 

Por exemplo, chegou-se a conclusao de que um determinado componente de um kit imunoenzimatico, conjugado, deveria 
permanecer sob ag it agao durante 1 h apos a adicao de toda materia-prima. Se, em vez disso, ele for agitado por 50 min ou por 1 
h e 10 min, ha alguma interferencia no resultado final? Para validar essa situagao, e preciso fazer sirnulagoes, ou seja, fabricar 
um lote desse conjugado e deixar agitando por 30 min e testa-lo, depois agitar por mais 10 min (40 no total) e testa-lo 
novamente, e assim por diante ate ultrapassar o tempo de agitacao dito ideal. Com isso, e possivel descobrir que uma variagao 
de 10 min no tempo de agitacao nao interfere no processo, mas uma agitacao inferior a 50 min, por exemplo, e insuficiente, 
enquanto uma superior a 1 h e 10 min nao interfere em nada no processo. O mesmo se repete para cada parametro anteriormente 
mencionado. 

Esta etapa do desenvolvimento ajuda a definir parametros e otimizar a producao. Baseando-se nos dados encontrados, sao 
definidas as especificagoes das etapas de produgao, formadas por parametros e seus respectivos limites superiores e inferiores 
(p. ex., tempo de agitacao: 1 h +/- 10 min; temperature: 25 +/- 2°C etc.). Isso permite certa flexibilidade na producao e ainda 
trabalhar com as margens de erro inerentes a determinados equipamentos. 

Parte-se, entao, para a validagao de processo, ou seja, sao estabelecidas e documentadas evidencias objetivas de que o 
processo produzira consistentemente um resultado que satisfaga as especificagoes predeterminadas. 

Depois, inicia-se a validagao do produto acabado, em que apenas se confirma se os limites impostos atendem aos requisitos 
pre-definidos. Para isso, o produto e fabricado seguindo as orientagoes estabelecidas durante seu desenvolvimento e realiza-se 
uma serie de ensaios para verificar se esse kit, fabricado nessas condigoes, cumpre as especificagoes desejadas. Validagoes de 
processo e produto podem correr em paralelo. 

■ Validagao do produto 

Apos o desenvolvimento do produto e definigao dos limites de variagao para as etapas criticas do processo de fabricagao, parte- 
se para a validagao do produto. O ideal e que ela seja feita em tres lotes do produto para IVD, preferencialmente produzidos na 
planta e com a equipe que ira fabrica-los. 

Amostras 

Devem-se utilizar amostras biologicas bem caracterizadas, ou seja, sabidamente positivas ou negativas, que servirao de 
referenda, normalmente obtidas em bancos de sangue, laboratories de analises clinicas e instituigoes de pesquisa. Alem disso, 
sempre que houver uma referenda internacional (por exemplo, amostra de referenda da Organizagao Mundial da Saude), esta 
deve ser incluida. 

■ Metodo de referenda ( gold Standard). Ensaio considerado padrao e confirmatorio para determinado parametro. Para a 
pesquisa de anticorpos anti-7'. cruzi, utilizando testes imunologicos, o metodo de imunofluorescencia indireta (IFI) tem sido 
considerado teste de referenda. No teste IFI para pesquisa de anticorpos IgG anti-7’. cruzi em laboratories, o limiar de 
reatividade utilizado normalmente e 1:40. Ja na triagem sorologica em bancos de sangue, tem sido recomendados 1:20 e 1:40. 7 

■ Amostras de referenda. Sao amostras obtidas de instituigoes, laboratories, bancos de sangue, os quais informam os 
resultados obtidos e metodos utilizados nos testes realizados, por exemplo, para pesquisa de anticorpos anti-7’. cruzi. A amostra 
sera classificada como de referenda quando tiver o resultado do teste de referenda. 

■ Amostras verdadeiro-positivas. Sao amostras que, alem de terem resultados positivos nos testes sorologicos, inclusive 
no de referenda, sao coletadas de pacientes que apresentam sinais e sintomas clinicos daquela doenga. 

■ Amostras verdadeiro-negativas. Sao amostras que, alem de terem resultados negativos nos testes sorologicos, inclusive 
no de referenda, sao coletadas de individuos que nao apresentam sintomas clinicos daquela doenga. 

Indices e parametros 

Para definir os indices e os parametros a serem considerados, e preciso se basear nas caracterfsticas do teste que sera analisado. 
Para o teste adotado como exemplo neste capitulo (pesquisa de anticorpos anti-7’. cruzi por ELISA), tem-se as seguintes 
observagoes: 

• O teste ELISA para pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi e do tipo qualitative. Como fornece uma leitura analitica (intensidade 
de cor) proporcional a quantidade de anticorpos detectados, pode ser considerado semiquantitativo 

• E um teste de triagem para uso principal em doadores de sangue, por isso, deve apresentar sensibilidade clinica de 100%. 

Portanto, conclui-se que os indices e os parametros mais importantes a serem avaliados na validagao sao: sensibilidade, 


especificidade, limite de dctecgao, analise de interferencias, repetitividade, reprodutibilidade, estabilidade, erros aleatorio e 
sistematico (ver Capftulo 4). 

O desempenho do teste imunoenzimatico para pesquisa de anticorpos anti-7 1 . cruzi sera avaliado comparativamente ao teste 
de referencia IFI. Serao empregadas amostras de referencia negativas e positivas. Dentre as amostras positivas serao utilizadas 
amostras de tftulos variados, incluindo aquelas no limite de decisao clinica. Essa analise comparativa permitira estabelecer 
tambem o limite de detecgao do teste e a analise de interferencias. 

Sensibilidade clinica 

■ Agio Ensaiar, no mfnimo, 100 amostras de referencia classificadas como positivas pelo teste de referencia IFI e, pelo 
menos, mais dois testes imunodiagnosticos comerciais. Se possfvel, ensaiar tambem amostras de pacientes, nas fases aguda e 
cronica e que apresentem os sintomas cllnicos da doenga. 

■ Resultado esperado. Todas as amostras positivas devem apresentar resultado positivo no teste ELISA, ou seja, 
sensibilidade de 100%. 

Especificidade clinica 

■ Agio. Ensaiar, no mlnimo, 1.000 amostras de referencia classificadas como negativas pelo teste de referencia IFI e, pelo 
menos, mais dois testes comerciais. 

■ Resultado esperado. Pelo menos 980 amostras devem apresentar resultado negativo no teste ELISA, ou seja, 
especificidade minima de 98%. 

Analise comparativa de desempenho 

LIMITE DE DETECQAO 

E a capacidade de identificar a presenca de um analito em certas condicoes ou de determinar a sua quantidade dentro de limites 
definidos de precisao. Para avaliar o limite de deteccao do teste, sera avaliada sua sensibilidade relativa em re I agao ao metodo 
de referencia IFI. 

■ Agio Ensaiar 100 amostras de referencia classificadas como positivas, com resultados de tltulos variados no teste de 
referencia IFI. pelo menos cinco delas com valores abaixo de 1:80, das quais duas no limiar de reatividade recomendado para 
banco de sangue, 1:20. Tambem pode ser usado o metodo de diluigao limitante para obter os paineis de limite de detecgao. Uma 
amostra positiva e dilulda em amostra negativa em serie ate identificar a menor diluigao que ainda mostra reatividade. 

■ Resultado esperado. Concordance de 100%. 

anAlise de interferencias 

Interference e o aumento ou a diminuigao irreal na concentragao aparente ou na intensidade de um analito devido a presenca de 
uma substantia que reage nao especificamente com o reagente detector ou com o proprio analito. Para o estudo de interferencias 
no teste, sera avaliada a especificidade relativa do teste em relacao ao metodo de referencia IFI. 

Amostras lipemicas, ictericas e com hemolise aparente devem ser incluldas. O efeito de anticoagulantes e gel separador 
deve ser avaliado em amostras do mesmo indivlduo coletadas em diferentes tubos (ver Capftulo 11). 

■ Agao Ensaiar 100 amostras de referencia classificadas como negativas, todas com resultados inferiores a 1:20 ou nao 
reagentes no teste de referencia IFI. 

■ Resultado esperado. Concordance de 100%. 

Repetitividade 

Indice que corresponde ao grau de concordance entre os resultados do teste realizado sucessivamente com uma mesma amostra, 
sob as mesmas condicoes. 

■ Agio. Ensaiar duas amostras de referencia classificadas como positivas e que tenham mostrado resultados do teste ELISA 
proximos ao limite de decisao medica, ou seja, ate no maximo duas vezes o valor do cut off. O ensaio devera conter 30 
replicatas de cada amostra. 

■ Resultado esperado. As duas amostras devem mostrar reatividade em todas as replicatas. O coeficiente de variagao do 
Indice de reatividade (re I agao leitura/cwf off) nao deve exceder 20%. Coeficiente de variagao e a razao do desvio padrao, ou seja, 
a media dos resultados analisados. 


Reprodutibilidade 

Indice que corresponde ao grau de concordancia entre os resultados do teste realizado em condi goes diferentes com a mesma 
amostra. 

■ Agao, Ensaiar duas amostras de referencia classificadas como positivas e que tenham mostrado resultados do teste ELISA 
proximos ao limite de decisao medica, ou seja, ate no maximo duas vezes o valor do cut off. O ensaio devera ser realizado em 
condigoes diferentes, utilizando-se o mesmo kit por dois operadores, e de forma manual e automatizada, quando posslvel, em 
dez dias diferentes. Deverao ser obtidas, pelo menos, 30 replicatas. 

■ Resultado esperado. As duas amostras devem mostrar reatividade em todas as replicadas. O coeficiente de variagao e a 
razao entre o desvio padrao e a media dos resultados analisados. 

■ Estabilidade 

A norma internacional ISO 23640:2011, trata da estabilidade de reagentes para IVD. Apesar de ainda nao ter sido internalizada 
pela ABNT como norma brasileira, pode ser utilizada como base para estudos de estabilidade de reagente para IVD. 

Estabilidade e definida como a capacidade de o reagente para IVD manter as suas caracterlsticas de desempenho dentro dos 
limites especificados pelo fabricante. 8 

Esta dividida em: estabilidades acelerada, de longa duragao (tambem chamada de estabilidade em tempo real) e do kit 
aberto (ou em uso). Recomendam-se os estudos de estabilidade em pelo menos tres lotes para estabilidade acelerada e em tempo 
real; e, pelo menos, em um lote para estabilidade de kit aberto (em uso). 

Estudo de estabilidade acelerada 

Sao estudos projetados para acelerar a dcgradacao qulmica, biologica ou mudangas flsicas de um produto para IVD pelo uso de 
condicoes de estresse ambiental com o intuito de prever o prazo de validade do produto. O projeto de uma avail acao de 
estabilidade acelerada pode incluir condicoes extremas de temperatura, umidade, luz ou vibragao. 8 Os dados assim obtidos, com 
aqueles derivados dos estudos de longa duragao, podem ser usados para avaliar efeitos qulmicos prolongados em condigoes nao 
aceleradas e o impacto de curtas exposigoes a condigoes fora daquelas estabelecidas no rotulo, como os que podem ocorrer 
durante o transporte e armazenamento nao controlados. Os resultados dos estudos acelerados nem sempre sao indicativos de 
mudangas flsicas visualizadas facilmente. 

■ Acao. Ensaiar, pelo menos, tres amostras de referencia classificadas como positivas e outras tres como negativas. Esse sera o 
resultado do dia zero do estudo (primeiro dia do estudo de estabilidade). Colocar o kit em incubadora com temperatura entre 37 
e 40°C. Ensaiar as mesmas amostras nesse kit, periodicamente (a cada 3 dias ou a intervalos menores quando os resultados 
comegarem a cair), ate a perda de estabilidade. 

■ Resultado esperado. A ser estabelecido para cada produto. Apos o acompanhamento da estabilidade de longa duragao, 
pode-se estabelecer uma correlagao entre os resultados obtidos nas estabilidades acelerada e de longa duragao e, com isso, 
definir por quanto tempo o produto devera manter-se estavel para garantir a validade real estabelecida para ele. 

Estudos de estabilidade de longa duragao (ou estabilidade em tempo real) 

Sao estudos projetados para estabelecer ou verificar o prazo de validade do reagente quando exposto as condigoes especificadas 
pelo fabricante. As condigoes que podem afetar a estabilidade de um reagente para uso IVD incluem temperatura, condigoes de 
transporte, vibragao, luz, umidade. 8 Em produtos que ja tem prazo de validade e condigoes de armazenagem definidos, o estudo 
servira apenas para confirmar essas informagoes. 

■ Acao. Ensaiar, pelo menos, tres amostras de referencia classificadas como positivas e outras tres como negativas. Esse sera o 
resultado do dia zero do estudo. Manter o kit na sua condigao ideal de armazenamento (2 a 8°C). Testar as mesmas amostras 
nesse kit periodicamente (mensalmente ou a intervalos menores quando os resultados comegarem a cair) ate a perda de 
estabilidade. Os testes devem continuar, mesmo apos vencimento do kit. 

■ Resultado esperado. A ser estabelecido para cada produto, o qual sera acompanhado em tempo real ate perder a sua 
validade. A partir desse dado, e posslvel estabelecer a validade real. Por questoes de seguranga, recomenda-se que a validade a 
se atribuir ao produto deva ser um pouco menor do que a real, por exemplo, se o produto e estavel por 14 meses, define-se sua 
validade como 10 ou 12 meses. Isso nao e uma regra, apenas uma precaugao. 


Estabilidade do kit aberto 

E o estudo de estabilidade realizado no kit mantido nas condigoes de armazenamento indicadas no rotulo ou instrugoes de uso, 
mas com reagentes abertos. Para a fase de desenvolvimento de produtos novos, esse estudo tera como objetivo definir a duracao 
do produto depois de aberto. 

■ Agao Ensaiar, pelo menos, tres amostras de referenda classificadas como positivas e tres como negativas. Esse sera o 
resultado do dia zero do estudo. Manter os reagentes e as tiras/microplacas remanescentes guardadas de acordo com as 
orientacoes das instrucoes de uso do kit. Testar as mesmas amostras nesse kit aberto, periodicamente (semanalmente ou a 
intervalos menores quando os resultados comecarcni a cair) ate a perda de estabilidade. 

■ Resultado esperado. A ser estabelecido para cada produto. Apos fmalizar o estudo, e possfvel confirmar por quanto 
tempo ele pode ser mantido aberto, desde que conservado nas condigoes indicadas nas instrucoes de uso. 

■ Intervalo de trabalho 

E o intervalo de linearidade na resposta e o metodo estatfstico usado para essa verificacao. Em testes quantitativos, trata-se de 
menor e maior valores obtidos de concentragao medidos pelo metodo. De modo geral, nao se aplica a pesquisa de anticorpos em 
ensaios imunoenzimaticos, apenas a imunoensaios quantitativos para dctcrminacao de hormonios, marcadores tumorais, 
protemas plasmaticas, substancias psicoativas, entre outros. Em raras situagoes, a quantificagao de anticorpos e importante, por 
exemplo, em estudos de imunizagao, e nesse caso sao necessarias amostras-referencia com unidades conhecidas, geralmente 
obtidas por ensaios biologicos como neutralizagao de toxinas. 

■ Estudo de recuperagao 

E o aumento mensuravel na concentragao ou na atividade do analito em uma amostra depois de adicionar uma quantidade 
conhecida do analito a amostra. Nao se aplica a pesquisa de anticorpos em ensaios imunoenzimaticos, apenas a imunoensaios 
quantitativos da determinagao de moleculas. 

■ Avaliacao dos erros aleatorio e sistematico 

Segundo norma NBR 14864 da ABNT: 

• Erro aleatorio: resultado de uma medigao menos a media resultante de um numero (n) de medigoes do mesmo mensurando, 
feitas sob condigoes de repetitividade 

• Erro sistematico: media resultante de um numero (n) infinito de medigoes do mesmo mensurando, feitas sob condigoes de 
repetitividade, menos o valor verdadeiro ou aceito ou esperado como verdadeiro (o valor verdadeiro, o erro sistematico e as 
causas nao sao completamente conhecidos) 

• Imprecisao: estimativa do erro analftico aleatorio pode ser definida como dispersao aleatoria de um conjunto de resultados em 
replicata ou valores expressos quantitativamente por uma estatfstica como desvio padrao ou coeficiente de variagao 

• Inexatidao: estimativa do erro analftico sistematico, pode ser definida como a diferenga numerica entre o valor obtido e o 
verdadeiro. 

■ Agao. Estabelecer o RE (valor verdadeiro). Ensaiar tres amostras, uma negativa e duas positivas, uma de tftulo baixo e outra 
de tftulo alto, em 3 dias diferentes, cada amostra em 10 replicatas. Calcular o ratio [densidade otica (DO)/cut off) para cada 
resultado. Calcular media, desvio padrao e coeficiente de variagao do ratio para cada amostra. O RE sera considerado como o 
intervalo entre os valores obtidos de media + dois desvios padroes. Essas tres amostras terao resultados que serao chamados de 
RE negativo. RE positivo baixo e RE positivo alto. 

Erro aleatorio 

■ Agao. Em 5 dias diferentes, realizar o ensaio das tres amostras RE. 

■ Resultado esperado. Os resultados das amostras positivas devem estar no intervalo esperado, e os resultados da amostra 
negativa devem ser negativos. 

Erro sistematico 

■ Agao. Um operador diferente daquele que estabeleceu os valores de RE deve realizar, em um ensaio, 10 replicatas das tres 
amostras RE e calcular media e desvio padrao. 


■ Resultado esperado. Variagao de mais ou menos 10% entre o valor obtido e o valor esperado. Os resultados das amostras 
devem ser concordantes quanto a classificagao de positivo e negativo. 

Imprecisao 

■ Aq§0. Um operador diferente daquele que estabeleceu os valores de RE deve realizar, em um ensaio, 10 replicatas das tres 
amostras RE e calcular o coeficiente de variagao (razao entre o desvio padrao e a media) das leituras. 

■ Resultado esperado. O coeficiente de variagao nao deve exceder a 20%. Os resultados das amostras devem ser 
concordantes quanto a classificagao de positivo e negativo. 

■ Criterios de aceitabilidade do reagente para diagnostico de uso in vitro 

Deve-se atender a todos os criterios de Indices e parametros e de avaliagao de erros aplicaveis ao kit em estudo. 

■ Estabelecimento das condigoes de uso 

A instrugao de uso (popularmente chamada de bula) devera ser elaborada (para produtos em desenvolvimento) ou revisada (para 
produtos prontos), contemplando os aspectos importantes para garantir a eficiencia do produto para IVD. Alem das informacoes 
tecnicas e metodologicas e de caracteristicas de desempenho, devera dar destaque ao detalhamento do procedimento do exame 
utilizando o teste, permitindo que o operador execute a mcdicao sem informacoes adicionais. 

■ Plano de controle de qualidade e validagao prospectivo 

Deve prever o acompanhamento do desempenho do produto no mercado, assim como internamente, por meio do estudo de 
estabilidade de longa duracao. 

A analise critica do controle de qualidade prospectivo e do acompanhamento de informacoes dos usuarios deve contemplar 
a necessidade de agoes preventivas e/ou corretivas; incluindo, entre outras, necessidade de alteragoes no produto para IVD ou 
complementagao ou alteragao da instrugao de uso do kit, sempre que necessario. 

■ A^ao. Verificar se sao obtidas replicatas validas dos resultados dos controles do kit dentro dos limites estabelecidos e se a 
estabilidade esta dentro do esperado. Analisar criticamente, se houver, todas as reclamagoes de cliente, realizando testes 
internos, se necessario. 

■ Registros dos resultados de validagao 

Devem ser detalhados e adequados, bem como armazenados de maneira ordenada e de facil entendimento. 

Os dados referentes ao produto para IVD, as amostras e aos resultados terao rastreabilidade estabelecida de acordo com 
criterios da garantia da qualidade. 

As atividades necessarias a validagao, e os resultados obtidos em cada etapa, acompanhados de relatorio de decisao, serao 
registrados em documentos controlados e arquivados, que comporao o processo de validagao. Devem ser definidos o setor e a 
pessoa responsavel por essa documentagao. 

■ Recursos humanos 

A equipe que participara nao so da validagao de um produto, mas tambem de toda cadeia da produgao, controle de qualidade, 
manuseio, vendas e suporte tecnico, deve ser treinada e capacitada a realizar as tarefas necessarias. Esse treinamento deve se 
repetir periodicamente, para garantir a corregao das atividades. 

Deve haver tambem orientagao sobre os riscos dos produtos com os quais estao trabalhando e a importancia do uso de EPI 
ou EPC, os quais devem ser fornecidos pela empresa. 

A equipe deve ser multiprofissional, composta por profissionais com formagao especlfica na area em que irao atuar e 
habilidades para o desempenho da fungao. 

■ Instalagoes 

A validagao do kit deve ser feita no local onde ele sera produzido e submetido a controle de qualidade, utilizando-se os 
equipamentos e as condigoes ambientais empregados na sua produgao. 

As areas da planta de produgao devem seguir os padroes preconizados pelas boas praticas de fabricagao, com acesso 
restrito ao pessoal autorizado, protegao contra a entrada de insetos e roedores e climatizagao, quando necessario. Alem disso, 


deve-se proibir comer, beber e fumar nessas areas, devendo haver local apropriado para tais atividades. 

Todos os equipamentos crlticos utilizados na produgao devem passar por manutencoes preventivas, para evitar problemas 
durante o uso. Os instrumentos e equipamentos de medigao crlticos devem tambem ser calibrados. 

As areas de produgao e controle de qualidade devem estar sempre limpas e desinfetadas, alem de desratizadas e 
dedetizadas periodicamente, com produto e processo que nao contamine o material da produgao. 

Os materials utilizados na produgao, bem como os reslduos solidos e llquidos gerados, devem ser descartados de acordo 
com as normas e regulamentos locais. 

Consideragoes finais 

O papel das agendas reguladoras no diagnostico laboratorial e ajudar a garantir que os reagentes para IVD distribuldos 
comercialmente sejam seguros e eficazes para suas aplicagoes previstas. 

No Brasil, a Anvisa regula a fabricagao e a distribuigao de produtos para IVD, sob um enquadramento legal e regulamentar 
muitas vezes desconhecido para a maioria dos pesquisadores. 

As normas de BPF e sistema de gestao da qualidade tragam diretrizes aplicaveis nao so a produgao como tambem ao 
desenvolvimento de produtos para IVD. 

O reconhecimento e a aplicagao por parte dos pesquisadores, tanto em instituicoes publicas quanto privadas, das normas 
regulamentares aplicaveis a produtos para IVD desde sua etapa de pesquisa e desenvolvimento, facilitam o trabalho de 
transferencia para produgao e registro desses produtos junto a autoridades sanitarias. 
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Capitulo 11 

Amostras Utilizadasem Imunoensaios 


Adelaide J. Vaz, Isabel Daufenback Machado e Edneia Casagranda Bueno 


Introdugao 

A validagao dos imunoensaios e feita com base nos parametros imunologicos de sensibilidade, especificidade, repetitividade, 
reprodutibilidade e estabilidade (ver Capitulos 4 e 10). Nesse contexto, apenas os ensaios que apresentam bom desempenho nos 
parametros imunologicos podem estar disponlveis para comercializagao. No entanto, nao raro, o profissional do laboratorio 
clinico depara-se com resultados nao adequados para a amostra em analise. As vezes, uma nova amostra e coletada e, entao, o 
problema e solucionado. 

Assim como em todas as areas do laboratorio clinico, os imunoensaios tem sido objeto de padroni zagao e normati zagao por 
varios institutos internacionais de referenda em Analises Clinicas (Clinical Chemistry). Metodos, amostras-referencia, 
calibradores, normas regulatorias, biosseguranga, boas praticas em laboratorio e algoritmos para investigagao laboratorial sao 
alguns dos principals temas explorados por essas institutes nacionais e internacionais. 

Sociedades cientificas como a Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e a Sociedade Brasileira de Analises Clinicas tem 
colaborado na orientacao e no aprimoramento de seus associados no foco da qualidade, com implementagao de programas de 
acrcditacao e controle de qualidade na rotina laboratorial. Este, por sua vez, visa a rastrear, identificar e corrigir erros nas 
atividades relacionadas com as etapas pre-analitica, analitica e pos-analitica de um exame laboratorial. Com melhor qualidade, 
os erros e os desperdicios podem diminuir, aumentando a confiabilidade e a produtividade, e, com isso, havera melhora da 
competitividade no mercado. 

Testes de proficiencia, mais tradicionais na area de bioquimica, tambem estao disponlveis para imunoensaios. Algumas 
organ izagoes internacionais tem se destacado na implantagao e implementagao desses testes: College of American Pathologists 
(CAP), American Association of Blood Banks (AABB), Centers for Disease Control and Prevention (CDC). 

Dessa forma, organismos governamentais tambem tem estabelecido cada vez mais normas de funcionamento de laboratorio 
e regras de validagao de testes laboratoriais, bem como de acrcditacao (ver Capitulo 10). A tendencia no future e que a 
normatizagao na area de laboratorio clinico seja internacional. Por exemplo, algumas institutes envolvidas com esse tema: 

• International Standards Organization (ISO) 

• European Committee for Clinical Laboratory Standards (ECCLS) na Europa 

• National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) nos EUA, cujo nome e, atualmente, Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CSLI). 

No Brasil, a Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria, criada pela Lei Federal n- 9.782, de 26 de janeiro de 1999, tem sido 
responsavel pela rcgulamentacao de varios procedimentos, principalmente em Hemoterapia. 1 O Instituto Nacional de 
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), ambos na 
cidade do Rio de Janeiro, sao institutes federais tambem envolvidas com normatizagao e avaliagoes na area de saude. 

Alguns aspectos referentes as amostras nos imunoensaios sao apresentados a seguir. A obtengao de amostra para analise 
laboratorial esta relacionada com a etapa pre-analitica, a qual possui muitos fatores interferentes importantes. Estes, por sua vez, 
devem ser monitorados com o Controle de Qualidade Pre-analitico. Ainda, como a maior parte dos imunoensaios e feita em 
amostras de sore, a maioria das informagoes diz respeito a essa amostra. 

Neste capitulo, serao abordados alguns dos aspectos pre-analiticos referentes a amostra que sao clinicamente relevantes e 




podem influenciar resultados dos imunoensaios. O objetivo e alertar o laboratorista para esses fatores extrfnsecos ao teste 
imunologico propriamente dito, ressaltando que ainda ha muito a ser estudado e considerado, dependendo do formato do teste, 
da fase solida, dos componentes, do equipamento, enfim, das variaveis do proprio teste. 

Preparo e instrugoes ao paciente 

Certos aspectos dos ensaios laboratoriais referentes ao paciente estao fora do controle medico ou laboratorial. Idade, sexo, etnia, 
gravidez, perfodo do ciclo menstrual, estresse, dieta, polimorfismos sao alguns dos exemplos. 

O uso de medicamentos, embora teoricamente de controle medico, por vezes esta fora do controle laboratorial, devido ao 
habito de automedicacao e ao conceito errado de que alguns deles nao sao “remedios”. Por exemplo, anticoncepcionais, 
vitaminas, suplementos alimentares, analgesicos, antitermicos, laxantes, fitoterapicos, “chas”, entre outros. 

Como sao fatores inerentes ao paciente, devem ser questionados e devidamente anotados. Essas informacoes serao uteis no 
momento de interpretar os resultados obtidos e verificar coerencia entre os diferentes marcadores analisados. 

Normalmente, essa etapa de anotacao cabe ao pessoal da recepcao, nem sempre da area de saude. Por esse motivo, varios 
laboratories utilizam programas de computador que facilitam a ordem do preenchimento da ficha, alem de disponibilizarem um 
profissional da area de saude para supervisao dos recepcionistas. Treinamentos constantes depois de identificadas falhas (nao 
conformidades) sao obrigatorios e implementam a qualidade do laboratorio. Outros fatores variaveis relativos ao paciente 
podem ser mais bem controlados. Alguns sao genericos, outros especfficos ao exame solicitado, principalmente nas dosagens 
hormonais. 

■ Jejum 

Embora esta seja uma variavel importante em ensaios bioquimicos, tem menor importancia nos imunoensaios. Na metodologia 
dos imunoensaios de uma etapa, iniunoprccipitacao e imunoaglutinagao, a concentracao excessiva de lipfdios (hiperlipidemia) 
pode interferir no desempenho do teste. Na rcacao de fi xagao do complemento e inibigao de hemolise, lipfdios consomem 
complemento e interferem no resultado. 

Em todos os ensaios automatizados, amostras contendo quilomfcrons, hipertrigliceridemia, fibrina e partfculas podem 
interferir na fase solida do teste e ate impedir a pipetagem automatica. Os volumes sao mfnimos, e as agulhas ou sondas 
(probes), muito finas, podem entupir. A ultracentrifugagao da amostra resolve alguns desses problemas, mas nao e comum o 
uso de ultracentrffuga em laboratorio clfnico. 

Amostras coletadas ate 2 h apos refeicao normal (almoco, jantar), estao na fase pos-prandial, e devem ser evitadas. Alem 
disso, coleta de sangue e um procedimento de estresse para o paciente e deve ser evitada a situagao de coleta logo apos refeicao 
pesada. 

Para imunoensaios, comumente, uma regra quase geral e o jejum de no mfnimo 8 h, equivalendo ao perfodo de sono 
noturno. Como o paciente geralmente esta se submetendo tambem a outros exames (hematologicos, bioqufmicos), esse perfodo 
e bastante adequado. Nos exames de determinagao de colesterol e triglicerfdios, o jejum ideal e de 12 h. Jejum prolongado, 
superior a 16 h, tambem nao e adequado para muitos parametros bioqufmicos e endocrinos. 

Se os exames forem apenas para pesquisa de anticorpos e a metodologia aplicada for do tipo imunoenzimatico, 
imunofluorescencia ou quimiluminescencia, entao um perfodo de 4 h de jejum e suficiente. Para bebes lactentes, a coleta 
imediatamente anterior a proxima mamada (2 a 3 h) e aceitavel. 

Na dosagem de farmacos (ver Capftulo 13) de administragao por via oral, a hora e o tipo de alimcntacao concomitante 
podem alterar a absorgao do farmaco e, por consequencia, sua biodisponibilidade. Como os farmacos se ligam a protefnas 
plasmaticas, a hipoproteinemia pode aumentar a concentragao do medicamento livre. 

A regra e anotar qualquer alteracao do aspecto da amostra de soro diferente do lfmpido. Dessa forma, com intuito de 
justificar resultados divergentes com posteriores repcticoes do ensaio, pode-se informar no laudo as caracterfsticas alteradas das 
amostras, como soro lipemico, icterico ou com hemolise. 

Beber agua nao invalida o jejum, mas alguns pacientes entendem que tambem podem tomar sucos e cafe sem agiicar. 
Cafefna de cafe, chas e refrigerantes aumentam a concentracao de cortisol plasmatico em ate 50% apos 3 h da ingestao. 
Novamente, deve ser ressaltada a importancia do profissional da recepcao e coleta, que por meio de questionamentos e 
conversas pode detectar o uso de algum alimento ou bebida diferente de agua. 
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A ingestao deve ser evitada. Os indivfduos podem ser abstemios ou consumir alcool eventualmente, socialmente ou com 
frequencia. Quando ingerido na forma de abuso (altas doses diarias e com aspectos de dependencia), leva o indivfduo a 
desnutrigao proteica secundaria, alem de efeitos na funcao hepatica. Algumas enzimas hepaticas, como gamaglutamil 
transferase, fosfatase alcalina e aspartato aminotransferase, podem estar aumentadas. Contudo, essas detemiinacoes nao usam 
imunoensaios. 

Tabagismo 

Deve ser evitado, preferencialmente acompanhando o jejum de 4 h. Cortisol e, mais raramente, hormonio do crescimento 
podem estar aumentados por ate 30 min apos inalagao de nicotina. O uso cronico do fumo afeta tambem alguns hormonios, 
aumentando a concentragao plasmatica de insulina, peptidio C e androstenediona. Do mesmo modo, o tabagismo gera 
resultados acima dos valores da populagao nao fumante para antigeno carcinoembrionico (CEA). Gestantes fumantes 
apresentam redugao de gonadotrofina corionica humana (hCG) e estradiol. A meia-vida da teofilina e de antidepressivos 
tricfclicos e menor entre os fumantes. 

Imunoglobulinas 

Aquelas presentes nas amostras podem ser provenientes de transfusoes de sangue total em um perfodo de ate 6 meses antes da 
coleta. Felizmente, com raridade se utilizam unidades de sangue total nos procedimentos de hemoterapia. O aspecto interferente 
permanece para pacientes que receberam transfusao de plasma humano ou seus derivados contendo gamaglobulina. As 
imunoglobulinas transferidas ao paciente por meio de transfusoes podem reagir de forma inespecffica ou serem residuais, 
induzindo um resultado falso-positivo em uma pesquisa de anticorpos por imunoensaios. 

■ Gravidez 

Acarreta mud an gas em varios parametros hormonais e proteicos que foram explorados em alguns capitulos deste livro. No 
plasma de gestantes, ha aumento de hCG, lactogenio placentario (hPL), cortisol e hormonios tireoidianos. 

Nos imunoensaios de detecgao de anticorpos, sao observadas algumas interagoes inespecfficas mais frequentes em 
gestantes. Nao se conhece claramente o mecanismo, mas e possfvel que alteragoes hormonais, proteicas e hemodinamicas 
representadas no soro sanguineo da gestante sejam responsaveis por resultados falso-positivos nos imunoensaios para pesquisa 
de anticorpos. 

Alem da informagao sobre gravidez ou possibilidade dela (perguntar a data da ultima menstruagao para as mulheres), e 
importante anotar a semana gestacional, principalmente na determinagao de hormonios. 

■ Exercicios 

Alteram a concentragao de varios parametros bioquimicos e alguns hormonios, principalmente se extenuantes, com perda de 
agua pelo suor. Ocorre aumento da concentragao circulante de albumina, glucagon, somatotropina, cortisol e hormonio 
adrenocorticotrofico (ACTH) e diminuigao de insulina. Para minimizar esses efeitos, a coleta de sangue deve ser feita apos 30 
min de repouso ja no laboratorio. 

■ Idade 

E um parametro importante na interpretagao de resultados de exames para determinar a concentragao de hormonios, proteinas e 
varias substancias do metabolismo bioquimico. Mesmo as imunoglobulinas mostram variagao de acordo com a idade. Valores 
de referenda devem ser estabelecidos para cada faixa etaria. 

Na investigagao das diversas doengas e afecgoes, saber a idade do paciente ajuda a estabelecer certo valor preditivo 
positivo para o resultado, ja que na epidemiologia de cada doenga ha uma faixa etaria mais provavel de ser acometida. 

Amostras de idosos tambem apresentam algumas peculiaridades nos imunoensaios. E possfvel observar mais comumente 
gamopatias e ativagao policlonal de linfocitos B, doengas autoimunes com hipergamaglobulinemia e, com isso, maior 
frequencia de resultados falso-positivos na pesquisa de anticorpos. Por outro lado, indivfduos idosos mostram alguma 
deficiencia na produgao de anticorpos e alguns ensaios podem apresentar resultados falso-negativos. Por exemplo, a produgao 
de iso-hemaglutininas do sistema ABO e reduzida. 

■ Ciclo menstrual e ritmo circadiano 

Sao fatores importantes na analise de resultados de varios exames, especialmente nas dosagens hormonais. A informagao sobre 


o dia do ciclo menstrual ou da hora da coleta deve constar no laudo laboratorial para melhor interpretagao clfnica das dosagens. 

O ciclo menstrual e um processo decorrente da secregao alternada de quatro hormonios: estrogeno, progesterona, hormonio 
luteinizante (LH) e hormonio foliculo-estimulante (FSH). No inicio de cada ciclo, ha liberagao hipofisaria de pequenas 
quantidades de FSH e LH, as quais levam ao amadurecimento e ao crescimento dos foliculos ovarianos. O crescimento destes 
induz o aumento de produgao de estrogeno, o qual atinge seu pico maximo na metade do ciclo menstrual, durante a ovulagao. 
Nesse momento, a concentragao elevada de estrogeno provoca aumento subito de FSH e LH. Apos a ovulagao, os elementos 
residuais do foliculo ovariano rompido formam o corpo luteo, que secreta estrogenio e elevada concentragao de progesterona 
com o objetivo de manter a gestagao, ate que a placenta possa assumir essa fungao. Caso nao ocorra a fecundagao do ovulo, os 
niveis de progesterona caem e ocorre a menstruagao. Com isso, o dia do ciclo menstrual reflete diretamente na dosagem desses 
hormonios, bem como de outros hormonios e analitos relacionados metabolicamente. 

O ritmo circadiano ou ciclo circadiano corresponde a um periodo de 24 h no qual se completam as atividades do ciclo 
biologico dos seres vivos. Esse ciclo e influenciado principalmente pela luz e pela temperatura, e atua na regulagao de processos 
fisiologicos, como vigilia e sono, temperatura corporal, ritmo cardiaco, pressao arterial, sensibilidade a dor, secregao de 
hormonios, entre outros. Entre os hormonios influenciados pelo ciclo circadiano, o cortisol e o parametro mais afetado ao longo 
do dia, por isso se preconiza sua coleta entre 7 e 9 h da manha. Em casos especificos, o medico solicita a coleta da amostra a 
tarde, entre 16 e 17 h. Para a maioria dos hormonios, os valores de referenda foram obtidos em individuos com 8 a 12 h de 
jejum, sendo a coleta realizada tambem entre 7 e 9 h da manha. Por isso, e quase regra o paciente procurar o laboratorio nesse 
horario. 

O estresse e um parametro de dificil mensuragao, mas tem sido associado com aumento de hormonios, principalmente com 
a secregao aumentada de cortisol. Ainda, precisa-se considerar que a simples ida ao laboratorio e a coleta de sangue sao 
estressantes para muitos pacientes. Dessa forma, ambientes acolhedores e profissionais que compreendam a situagao do 
paciente podem minimizar esse efeito. 

■ Tempo da realizagao da coleta 

Alguns exames hormonais sao realizados apos estimulo ou supressao de fungao de orgaos (hipofise, tireoide, gonadas, 
suprarrenal), chamados curvas de estimulo/supressao ou cinetica de liberagao de hormonios. Nesses exames, e fundamental a 
coleta nos horarios predeterminados, que devem ser anotados no resultado para estabelecer a curva de resposta. 

Outros marcadores mostram alteragao apos algum tempo do evento que originou essa alteragao, como marcadores 
cardiacos apos infarto e protemas de fase aguda apos lesao tecidual. O tempo decotTido entre o evento e a coleta deve ser 
observado para que o resultado tenha valor preditivo elevado. 

Os ensaios de monitoramento de concentragao plasmatica de medicamentos devem seguir os protocolos padronizados para 
intervalo de tempo entre a administragao do farmaco e a coleta. Estabelecido o estado de equilibrio ( steady state), pressup5e-se 
conhecer apos quantas doses e atingido esse nivel. 

A janela imunoldgica e o periodo referente ao inicio dos sintomas e a produgao de anticorpos. Esse periodo e um dos 
fatores mais importantes dos imunoensaios e que deve ser considerado para cada agente infeccioso. O conhecimento do analista 
pode ajudar a determinar o periodo adequado para a coleta. Por exemplo, a coleta de soro para pesquisa de anticorpos anti-HIV 
com intuito de detectar uma possivel infecgao em um contato de risco relatado pelo paciente, ocorrido ha 3 dias, sera frustrada 
nesse objetivo. 

Coleta de sangue 

Varios protocolos de uso internacional definem o tipo de amostra para cada analito a ser examinado no laboratorio. Sangue total 
com anticoagulante, soro sanguineo e plasma sao os tipos de amostras obtidas da pungao de sangue venoso mais usuais para 
imunoensaios. Sangue arterial e necessario para alguns exames bioquimicos. 

Varios manuais internacionais determinam o tipo de amostra, o volume minimo, a estabilidade do analito e a melhor forma 
de armazenamento e transporte da amostra. Assim, na elaboragao dos Procedimentos Operational Padrao de Coleta, devem- 
se seguir as instmgoes preconizadas. 

No entanto, ha de se ter em conta que a tecnologia caminha mais rapido do que a edigao dos manuais; assim, e obrigatoria 
a leitura atenta das instrugdes de uso (bula) do kit, bem como da bibliografia referenciada na bula, principalmente quando novos 
produtos sao introduzidos no mercado. 

A coleta deve ser um procedimento padronizado e qualquer desvio, relatado. Para evitar hemoconcentragao, o torniquete 
nao deve ser usado por mais de 1 min, e deve ser afrouxado logo que o sangue comece a fluir. A dificuldade do fluxo de sangue 



aumenta a probabilidade de hemolise e de formagao de microtrombos no sangue coletado. 

Atualmente, sao usuais os tubos com vacuo, nos quais a coleta e feita diretamente da pungao. No uso de seringas, deve-se 
cuidar para nao liberar o sangue no tubo com muito vigor, o que pode causar hemolise, e nunca dispensar o sangue com a 
agulha ainda engatilhada na seringa, pois a hemolise sera muito intensa. 

Na coleta direta em tubos, recomenda-se uma sequencia de coleta para evitar contaminagao com anticoagulantes diferentes 
entre os tubos, uma vez que a agulha e a mesma. A sequencia dos tubos e: hemocultura, tubo secos ou com gel, anticoagulantes 
citrato de sodio, heparina sodica, acido tetracetico-etileno-diamina (EDTA) e fluoreto de sodio. 

A identificagao adequada do tubo deve ser feita preferencialmente em etiquetas com codigo de barras. A hora da coleta 
deve ser registrada, e os tubos coletados, enviados para o setor de processamento de amostras dentro de prazos estabelecidos. 
Para centrifugagao de sangue coagulado, o prazo de espera ideal e de 30 a 60 min. 

Em algumas coletas com condigoes especiais de armazenamento de amostra, o procedimento deve ser seguido desde a 
etapa da coleta. Por exemplo, para teste de fungao das protemas do sistema complemento, e necessario manter o sangue sob 
refrigeragao, pois alguns dos componentes, como C2, sao extremamente termolabeis. Nesse caso, ja na coleta deve haver um 
container com gelo ou agua em gelo para que o tubo seja acondicionado. Outro exemplo, laminas com swabs de raspado 
endocervical para pesquisa de Chlamydia trachomatis por imunofluorescencia direta devem ser fixadas em acetona gelada, o 
mais rapido possfvel. Amostras coletadas por cateteres podem conter microfibrinas que interferem nos ensaios com sangue total 
ou plasma. 

Obtengao de soro ou plasma 

Alguns fatores interferem na qualidade do soro ou plasma obtido: 

• Tempo entre a coleta e a centrifugagao: deve ter uma faixa de aceitagao validada. Para obter soro, deve-se aguardar certo 
tempo para a formagao do coagulo e sua retragao ideal. Nesse tempo, nao e aconselhavel que a amostra seja refrigerada, 
salvo se essa for a condigao ideal de armazenamento para determinado analito 

• Centrifuga: velocidade de rotagao, temperatura e tempo de centrifugagao precisam ser seguidos sistematicamente. Hemolise 
esta diretamente relacionada ao aumento de qualquer um desses requisitos. Modelos com temperatura controlada sao ideais, 
ja que a centrifugagao gera calor. As condigoes usuais sao: apos 30 a 60 min, entre 20 e 25°C, procede-se a centrifugagao a 
1.000 a 1.500x g por 10 a 15 min. A centrffuga pode ser de angulo fixo ou axial, embora, no primeiro caso, a amostra possa 
ser separada em angulo inclinado, o que requer mais cuidado na separagao do material. Para aqueles analitos que precisam 
ser mantidos sob refrigeragao, a centrffuga deve ter resfriamento 

• Separagao do soro ou plasma: apos a centrifugagao, o plasma ou soro devem ser separados das celulas sanguineas para tubos 
limpos, de uso unico (descartaveis), ja identificados 

• O processo de centrifugagao nao deve ser repetido, pois altera a relagao volume de agua entre a celula e o plasma/soro, 
mudando assim a concentragao dos componentes sanguineos. 

■ Centrifuga 

A forga centrifuga relativa (fcr) e medida em g, e as centrifugas podem ter diferentes rotores. Nem sempre o mostrador indica a 
unidade de velocidade em rotagoes por minutos (rpm) e em fcr (g). Na Figura 11.1, tem-se o nomograma para fazer a conversao 
entre as duas unidades, a partir da equagao matematica que as correlaciona. 

fcr = 1,118 x 1(T 5 x rxn 2 


Em que: 

• r. distancia radial (raio) do eixo de rotagao da centrifuga (em centimetros) 

• n: velocidade de rotagao em rpm 

• 1,118 x 1(T 5 = constante que considera a aceleragao pela forga de gravidade. 

No manual de instrugoes das centrifugas consta o nomograma e ate tabelas com as correspondentes unidades para cada 
rotor. 


■ Tubo primario 

Uma exigencia altamente recomendavel para garantir a rastreabilidade da amostra ao longo de todo o processo e o uso de tubos 



primarios. Aquele obtido na coleta sera usado para o exame, proibindo-se repassar a amostra para outro tubo com etiqueta (que 
seria secundaria), evitando assim um erro de identificagao da amostra, uma das principals fontes de falhas da etapa pre-analftica. 
Ainda, usar no processo etiquetas com codigo de barras para identificar a amostra na sequencia dos ensaios junto de softwares 
para interfaceamento dos equipamentos com o langamento de resultados evita qualquer troca de amostra e/ou resultados, 
minimizando nao somente os erros pre-analiticos e analiticos, mas tambem os pos-analfticos. 

Nas situagoes em que e inevitavel separar a amostra, o soro, o plasma ou celulas, o procedimento deve ser feito no setor 
competente utilizando rigoroso processo metodico que garanta a identidade da amostra secundaria. A devida anotacao desse 
procedimento pode ser util em eventual e posterior analise de rastreabilidade. 

Para evitar adsorcao de protemas ao tubo, este deve ser de vidro ou policarbonato e descartavel. 

■ Soro sangumeo 

Para se obter soro sanguineo e necessario aguardar a completa coagulagao do sangue coletado sem anticoagulante. A rctracao 
adequada do coagulo facilita a obtcncao de melhor qualidade de soro (sem hemolise) e em maior volume. Apos a coleta, a 
manutengao do tubo por 30 a 60 min em temperatura ambiente (20 a 25°C) promove a adequada rctracao do coagulo. Para 
analitos que requerem manutengao em banho de gelo, e comum ocorrer alguma hemolise, e o rendimento de soro e menor. Para 
amostras de pacientes que usam terapia anticoagulante ou que tem defeitos de coagulagao, a formagao do coagulo sera tardia, e 
a ccntrifugacao antes de sua formacao acarreta intensa hemolise. 
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Figura 11.1 Nomograma para calculo da forga centrffuga relativa (fcr) e conversao em rotagoes por minuto (rpm), de acordo com o 
raio do rotor da centrffuga. 

■ Aceleradores de coagulagao e separadores de coagulo 

Aceleradores de coagulagao como perolas de vidro ou silica foram os primeiros a ser utilizados, e atualmente ainda podem ser 
empregados. Tromboplastina tambem pode ser empregada, principalmente se o volume de sangue a coagular for grande, ou para 
transformar grande quantidade de plasma em soro. 

Alem de acelerarem a coagulagao do sangue para cerca de 15 min, reduzem a presenga de fibrina residual no soro separado e 
melhoram a eficiencia de formagao do coagulo. A possfvel hemolise por retragao do coagulo tambem diminui, no entanto, o 
soro das celulas coaguladas nao e separado. Comercialmente, existem alguns aceleradores de coagulagao e separadores de 
coagulos. A ideia e manter o soro ou o plasma separado no proprio tubo primario da coleta. 

Utilizam-se componentes formulados com gel de silicone ou poliester, ou ainda plasticos e fibras, de composigao 
desconhecida, por serem patenteados. Esses geis possuem uma densidade intermediaria entre as celulas sangumeas e o soro. 
Durante a coleta, o gel e mantido no fundo do tubo, mas, devido a centrifugagao, sua viscosidade diminui com a umidade que 
adquire e ele se deposita acima das celulas. Quando a centrifugagao e interrompida, o gel volta a adquirir aspecto de barreira 
impermeavel. 

Os fornecedores apresentam instrugSes rigorosas para tempo de coagulagao, velocidade e duragao da centrifugagao e, 
principalmente, temperatura de centrifugagao e de armazenamento. O ideal e trabalhar entre 20 e 25°C, pois temperaturas mais 
baixas interferem nas caracterfsticas de densidade/gravidade do gel, e mais altas levam a sua desestruturagao, o que acaba 
contaminando a amostra. 

Normalmente, ha razoavel estabilidade da amostra por 2 a 3 dias nesses tubos. Qualquer alteragao no aspecto, na espessura 
ou na posigao do gel deve ser anotada, e o ensaio, realizado com ressalvas. Nao se pode repetir a centrifugagao desse tubo 
primario, pois o soro separado se contamina com o liquido resultante da lise celular, abaixo do gel. Se necessario, o soro deve 
ser retirado do tubo e centrifugado novamente. 

Alguns tubos com gel, por problemas intrfnsecos ao lote, consequencia de manipulagao inadequada ou porque a amostra 
continha algum interferente desconhecido, acabam se desmanchando (ainda que em microquantidades) e se misturam ao soro, o 
que ja e suficiente para interferir na maioria das fases solidas dos imunoensaios, alem de introduzir erros de pipetagem. 

Por outro lado, pode ocorrer o fenomeno de adsorgao ou absorgao de protemas no gel, que gradativamente reduz os 
analitos a serem quantificados na amostra. Moleculas de elevado peso molecular tambem acabam sedimentando apos longo 
periodo de armazenamento, e como nao se deve homogeneizar a amostra com gel, para evitar o desmanche da separagao, 
resultados mais baixos podem ser relatados se o ensaio for feito apos muito tempo de armazenamento. 

Farmacos, como fenitoma e carbamazepina, tambem tem concentragao reduzida em soro com gel separador decorrente de 
possfveis trocas entre o medicamento ligado a protemas sericas, ao gel e as celulas. 

■ Plasma 

Para obter plasma, e necessario utilizar anticoagulante no tubo de coleta do sangue. O tubo deve ser homogeneizado de maneira 
cuidadosa por inversao imediatamente apos a coleta, evitando que se formem microcoagulos. A agitagao nao pode ser vigorosa 
para evitar hemolise. Os anticoagulantes mais usuais sao heparina e sais de EDTA (geralmente potassio). Mais raramente se usa 
citrato/dextrose (ACD). 

A proporgao anticoagulante:sangue deve ser rigorosamente atendida. Normalmente, os tubos vem com indicagao de 
volume a preencher, ou, naqueles com sistema a vacuo, a aspiragao de volume ideal e automatica. 

O plasma e obtido pela centrifugagao do sangue total com anticoagulante a baixa rotagao (1.000 a 1.500 x g) por 5 a 10 
min a temperatura de 20 a 25°C, se possivel em centrffuga com temperatura controlada. O sangue contendo o plasma deve ser 
mantido em temperatura ambiente e o plasma separado dentro de 1 h. Temperaturas muito baixas ou muito altas e rotagao 
elevada de centrifugagao por perfodos prolongados causam hemolise, contaminando o plasma com hemoglobina. Para alguns 
analitos, como ACTH, e recomendada centrifugagao refrigerada (2 a 8°C). 

O fabricante do kit informa na bula o material ideal para realizar o exame. Essa informagao e obtida por experiencia 
cientifica de literatura e por ensaios de amostras-controle positivas e negativas em diferentes situagoes na etapa de validagao do 
teste. A bula tambem deve confer informagoes sobre o anticoagulante a ser empregado na obtengao do plasma (ver Capftulo 10). 

Como nos imunoensaios de detecgao de anticorpos, a regra e utilizar o soro sanguineo. O uso do plasma so e permitido se 
essa condigao tiver sido, de fato, avaliada. E evidente que em situagoes de impossibilidade de se obter o soro, e o exame tendo 


sido realizado em plasma, isso deve ser informado no laudo laboratorial. 

0 uso de plasma em testes imunologicos depende do anticoagulante, da estabilidade do analito e do princfpio do teste. 
EDTA atua quelando ions e pode interferir, por exemplo, na atividade enzimatica de fosfatase alcalina, alem de interferir, 
tambem, na fungao das protefnas do sistema complemento. Heparina nao pode ser usada para estudar crioglobulinas, pois pode 
induzir precipitados falso-positivos por fomiacao de complexos crioprecipitaveis de heparina com fibronectina e fibrinogenio. E 
a heparina deve ser livre de fenois, que sao citotoxicos nos ensaios celulares (ver Capitulo 12). Hoje, com os imunoensaios de 
fase solida, a interferencia dos anticoagulantes e minima, mas em ensaios de aglutinagao e imunoprecipitagao essa interferencia 
deve ser monitorada. 

Quando se usam anticoagulantes liquidos, e necessario conhecer o fator de diluicao do sangue para corrccao dos volumes 
de plasma empregados nos testes. 

Anticoagulantes contendo inibidores de proteases, por exemplo, aprotinina e pepstatina, sao indicados para manter a 
estabilidade de alguns componentes de extrema labilidade, como ACTH, glucagon, renina, somatostatina e peptidio vasoativo 
intestinal. Curiosamente, os resultados sao mais altos quando nao se usam os inibidores de proteases, pois as protefnas 
degradadas em pequenos peptidios se ligam a maior numero de moleculas de anticorpos de captura e conjugado usados nos 
imunoensaios para determinar essas protefnas. 

■ Sangue total 

Embora raramente os imunoensaios sejam realizados em sangue total, a imunofenotipagem de celulas sangufneas e uma dessas 
situacoes, com condigoes especiais: a coleta deve ser em heparina, ACD ou EDTA e realizada dentro de 24 h. EDTA de 
potassio reduz atividade linfoproliferativa e as plaquetas tendem a agregar em ACD, por isso, a heparina e o anticoagulante 
ideal. Sangue total deve ser processado em 24 h e nao deve ser refrigerado. A temperatura de 20 a 25°C garante a melhor 
estabilidade desse material. 

Sangue total por puncao digital em testes rapidos ja e empregado em alguns imunoensaios de triagem, como anticorpos 
anti-HIV. Apos aplicar a gota de sangue, utiliza-se uma gota de um diluente cuja fungao e lisar as celulas para que ocorra a 
migragao das protefnas sericas (anticorpos). Outra opcao consiste em usar um diluente contendo anticoagulante, e as celulas 
ficam presas em uma estrutura tipo filtro no dispositivo do teste (fita ou sabonetinho). O pre-tratamento desse sangue total em 
microtubinhos com filtros contendo diluente tambem e empregado. 

■ Microcapilares 

A coleta de sangue em microcapilares e util para aqueles casos de diffcil puncao venosa, como bebes e pacientes muito 
debilitados. Basta uma pequena pungao na ponta de dedo e a gota formada flui para o microtubo por capilaridade. Ha capilares 
secos e com diferentes anticoagulantes. No entanto, o volume obtido e muito reduzido e tem pouca utilidade no laboratorio. Os 
imunoensaios utilizam pequenos volumes de amostras, o que facilita o uso desses microcapilares. 

Para se obter plasma ou soro de microcapilares, utiliza-se microcentrffuga, que normalmente funciona em velocidade de 
6.000 a 15.000 x g e consegue separar os componentes celulares do plasma/soro em 90 s de eentrifugagao. 

I nterfe rentes 


Nos imunoensaios obrigatoriamente devem ser avaliados os efeitos de alguns interferentes comuns nas amostras. Hemolise, 
bilirrubina e lipfdios (trigliceridios e quilomfcrons) sao os mais frequentes. Nas instrugoes de uso dos kits de imunoensaios ha 
um item que indica se, e quanto, ha de interferencia no teste. Nos ensaios atuais, geralmente nao se trata de interferentes, exceto 
se em elevada concentragao. 

Turvagao por gorduras interfere nos ensaios de imunoprecipitagao, aglutinagao e na reagao de fixagao de complemento. 
Hemolise intensa pode produzir autofluorescencici de fundo na leitura da imunofluorescencia (ver Capitulo 7). 

Qualquer aspecto fora do normal caracterfstico deve ser relatado no laudo, pois, caso seja realizada uma analise posterior e 
o resultado for muito diferente da primeira analise, provavelmente esse interferente provocou um erro analftico. 

Armazenamento e transporte 

Nos imunoensaios para pesquisa de anticorpos, as amostras de soro podem ser congeladas a -20°C, ou se possfvel a -80°C. 
Alfquotas com pequenos volumes devem ser preparadas, evitando assim congelamentos/descongelamentos sucessivos. As 
geladeiras e os congeladores devem manter a umidade interna, nao sendo possfvel utilizar os que dispensam descongelamento 




(tipo frost free). A temperature e a umidade desses equipamentos devem ser monitoradas diariamente pelo menos em dois 
momentos distintos, um deles no horario de pico de trabalho, quando sao mais abertos e fechados. 

Os tubos devem ser mantidos tampados, para evitar contaminapao ambiental, do operador e tambem da amostra. Amostras 
em frescos abertos, mesmo na geladeira, apresentam evaporapao por condcnsacao. Estantes com grande quantidade de amostras 
ficam pesadas e, quando transportadas, acabam balanpando e podem respingar amostras entre os tubos que nao estejam 
tampados. Ate para a realizapao de ensaios deseja-se que, se possfvel, o tubo caminhe tampado pelo equipamento e que as 
agulhas pipetadoras possam perfurar a tampa. Infelizmente, os produtos qufmicos da borracha da tampa e o uso de 
microvolumes nos imunoensaios podem acabar gerando interferentes nos resultados. 

Exceto para analitos especiais, o soro ou plasma pode ser mantido em geladeira (2 a 8°C) por no maximo 1 semana, e a 
partir desse periodo devem ser congelados. E evidente que nao poderao estar no tubo primario (com gel) com as celulas na 
porpao inferior do tubo, pois o congelamento de hemacia leva a total hemolise. Contudo, como os imunoensaios sao tambem 
muito aplicados para determinar hormonios, marcadores tumorais, substancias psicoativas, antigenos e protemas nas amostras, a 
conservapao e o transporte devem ser avaliados para cada analito. Algumas considcrapoes importantes: 

• Teste de antigenemia de citomegalovirus (CMV): a amostra nao deve ser congelada, pois inviabiliza a multiplicapao viral no 
cultivo celular em fibroblastos 

• Hormonios do tipo peptidios e vitaminas devem ser congelados (-20°C) o mais rapido possfvel e, assim, armazenados ou 
transportados ate a execucao do ensaio. Insulina, peptfdio C, gastrina, glucagon, ACTH e vitamina D sao exemplos dessa 
necessidade de congelamento 

• Para detenuinacao de funpao do sistema complemento ou de algum de seus componentes (ver Capftulo 14), o soro deve ser 
armazenado a -70°C, ou os resultados serao inferiores ao real 

• Nos ensaios de imunofenotipagem, identificapao de marcadores moleculares de membrana, e imprescindfvel que a celula esteja 
viavel, pois essas moleculas sao expressas (e nao constituintes) na membrana celular (ver Capftulo 12). Os ensaios devem ser 
realizados dentro de 6 a 24 h apos a coleta, e a amostra de sangue coletada em tubos com heparina, EDTA ou ACD, mantida 
em temperature ambiente (20 a 25°C) ate o momento do ensaio 

• Para pesquisa de crioaglutininas ou crioglobulinas, as amostras devem ser mantidas a 37°C apos a coleta e durante todo o 
processamento, transporte e eventual armazenamento antes do teste (ver Capftulo 15), com o objetivo de evitar a 
insolubilizapao dos criocomponentes a baixas temperatures 

• Antigenos eritrocitarios sao constituintes de membrana e devem ser analisados em, no maximo, 2 dias, sendo o sangue mantido 
em temperatura ambiente. A hemolise e a fragilidade das hemacias dificultam os ensaios de aglutinapao. De qualquer modo, 
antes do imunoensaio, a suspensao de celulas deve ser lavada, por centrifugapao, para retirar interferentes plasmaticos (ver 
Capftulo 29). Nos ensaios de aglutinapao, um teste-controle com a suspensao de hemacias do paciente em diluente (aquele 
usado nos soros especfficos antiantfgeno) deve ser realizado de maneira obrigatoria para verificar se ha alguma pseudo ou 
autoaglutinapao (ver Capftulo 6). Essas aglutinapoes inespecfficas sao frequentemente resultado de contaminapao bacteriana 
da amostra, ou sao decorrentes de doenpas de paciente com disproteinemia (plasmocitoma, cirrose), quando sao vistas 
hemacias em rouleaux na extensao hematologica. 

O transporte de material biologico e regulado por legislapao local e internacional. E necessario garantir a integridade da 
amostra e evitar a contaminapao dos manipuladores e do ambiente. Os conteineres e caixas resistentes de transporte devem 
prever eventuais acidentes, contendo material absorvente no interior. Sfmbolos nas etiquetas das caixas devem claramente 
indicar as medidas de biosseguranpa a serem tomadas pelas autoridades sanitarias do local onde acontepa o vazamento. Os 
conteineres devem ter estrutura que evite agitapao das estantes e tubos durante o transporte, minimizando a hemolise. 

Outros especimes biologicos usados em imunoensaios 


■ Urina 

Algumas determinapoes hormonais ou de farmacos sao feitas por imunoensaios em amostras de urina. A concentrapao do 
analito na urina depende da funpao renal do paciente e tambem da ingestao de lfquidos precedente a coleta. A primeira urina da 
manha pode ser a ideal se de fato for a mais concentrada do dia, o que pode nao ser verdade para alguns indivfduos, ou em 
algumas situapoes especfficas. 

Para testes qualitativos, amostra coletada ao acaso pode ser empregada, e para quantificapao ou analise de capacidade de 
excrepao ( clearance ) prefere-se urina de periodo de 24 h. 



A coleta de urina de 24 h pode ser um problema para o paciente, em relagao a onde coletar e como conservar a amostra, e 
pode reduzir sua qualidade. E recomendado que o laboratorio fornega os frascos adequados (descartaveis, estereis e de material 
plastico que nao adsorva os analitos e protemas da urina) com instrugoes claras para o paciente. Como a urina oferece um meio 
rico para contaminantes bacterianos, o uso de conservantes pode minimizar esses interferentes, principalmente nos 
imunoensaios. Adigao de acido ascorbico (cerca de 27 g por amostra de 24 h) e satisfatoria para a maioria dos imunoensaios. 

Em urina de perfodos (6, 12 ou 24 h), e necessario anotar o volume e medir o pH. Amostras de urina com turvagao devem 
ser centrifugadas antes dos ensaios. A turvagao e consequencia de contaminantes, celulas, leucocitos, germes ou precipitagao de 
cristais urinarios. No entanto, durante a centrifugagao, o sedimento pode arrastar, por adsorgao, alguns componentes proteicos 
presentes na urina. Para algumas dosagens quimicas e bioquimicas pode ser necessario ajustar o pH da urina coletada. Por 
exemplo, catecolaminas devem ser armazenadas em pH inferior a 2, enquanto a beta-2 microglobulina e denaturada em pH 
superior a 6. Para garantir a integridade da amostra de urina, a determinagao da concentracao de creatinina urinaria pode ser util, 
apesar das variaveis individuals esperadas para o resultado. 

■ Liquido cefalorraquidiano 

O liquido cefalorraquidiano (LCR) produzido e resultado da ultrafiltracao do plasma atraves da barreira hematoliquorica (BHL). 
A BHL e formada pelos vasos sanguineos (plexo coroide) dos ventriculos. O LCR e reabsorvido pelos sinusoides sagitais 
superiores e adjacentes. O fluxo no canal espinal e mais lento; sendo assim, a concentracao proteica no LCR lombar e tres vezes 
maior que no LCR ventricular, devido ao progressive equilibrio entre o LCR e o plasma dos capilares do canal espinal. 
Pacientes imobilizados apresentam maior proteinorraquia no LCR lombar por esse motivo. Os valores de referenda dos analitos 
devem considerar o tipo da coleta de LCR: lombar, suboccipital ou ventricular. 

As protemas sao filtradas para o LCR de acordo com a massa molecular; as menores passam mais facilmente e as maiores, 
com dificuldade. A concentracao de protemas plasmaticas no LCR e 150 a 250 vezes menor que no plasma. O LCR contem 
elevadas concentragoes das protemas produzidas no sistema nervoso central (SNC). 

Acidentes de pungao (transfixagao de vasos) contaminam o LCR com sangue, no entanto, essa contaminacao tambem pode 
ser em razao de hemorragia recente subaracnoidea e, nesse caso, apos algumas horas forma-se bilirrubina, que da aspecto 
xantocromico ao LCR. 

O aspecto do LCR normal e limpido e incolor. Qualquer alteragao de cor ou turvagao deve se anotada no resultado de 
imunoensaios aplicados ao estudo do LCR. 

Tais imunensaios incluem a pesquisa de antigenos bacterianos, virais e parasitarios, e a pesquisa de anticorpos nas mais 
diversas infeegoes que podem afetar o SNC. Na deteegao de anticorpos, deve-se ter em mente investigar se eles foram 
produzidos no local (intratecal) ou se resultam da passagem transmembranas e sao provenientes do sangue circulante (ver 
Capitulo 14). 

■ Liquido amniotico 

Amniocentese e o procedimento de obtengao do liquido amniotico e requer pungao com agulha atraves do abdome da mae e da 
parede uterina, utilizando anestesia materna e ultrassonografia para seguranga da pungao. A coleta pode ser realizada apos a 16- 
semana e oferece risco de perda fetal. 

O liquido amniotico nao pode ser contaminado com sangue, o que pode invalidar os resultados, por exemplo, de 
determinagao de alfafetoproteina por imunoensaio. O especime e util tambem para investigar a presenga de patogenos por 
diversas tecnicas, microbiologicas, virologicas e moleculares, no estudo de infeegoes congenitas. Antes dos ensaios, o liquido 
amniotico deve ser centrifugado. 

■ Liquido sinovial 

E coletado apenas de pacientes com quadras clinicos que justifiquem a coleta e que se beneficiem dela. O liquido e obtido de 
articulagdes com evidente aumento de volume, indicando processo inflamatorio. Como sao frequentes as artrites de etiologia 
autoimune, o material e analisado quanto ao dual citoproteico e por alguns imunoensaios. E comum a pesquisa de protemas do 
sistema complemento e outras protemas de fase aguda, fator reumatoide e autoanticorpos antinucleares. 

O liquido sinovial e um material mucinoso e deve ser centrifugado para a realizagao dos imunoensaios. Material do tipo 
fibrina pode dificultar o uso do liquido sinovial em testes automatizados. 


■ Fezes 


A pesquisa de alguns antfgenos fecais pode ser realizada por imunoensaios utilizando anticorpos de captura do tipo monoclonais 
especfficos. Estao disponfveis na retina laboratorial testes para pesquisa de antfgenos de rotavirus, de Entamoeba histolytica, 
Giardia lamblia, em ensaios do tipo imunocromatografia em tiras ou dispositivos (sabonetinhos). Ha tambem alguns ensaios de 
aglutinacao em micropartfculas de poliestireno (latex), de menor custo, mas com maior frequencia de reatividade inespecffica. 
Testes do tipo immunodot (dor-ELIS A) tambem podem ser usados, embora sejam mais demorados, mas, por conterem mais 
reagentes e etapas de execugao, nao sao indicados para realizagao fora do laboratorio. 

Previamente ao ensaio, e preciso preparar a suspensao de fezes, obtendo-se uma solugao o mais lfmpida possfvel. A 
centrifugagao e muito usada. Resfduos solidos de material fecal irao dificultar a migragao nos testes rapidos e interferir na 
aglutinacao das partfculas, ou interagir na fase solida dos testes. 

Alguns fabricantes vendem junto com o kit um conjunto de copinho, contendo diluente, com uma tampa contendo um filtro 
que termina em forma de conta-gotas, o que facilita a obtengao da solugao antigenica fecal. Na amebfase e na giardfase, os 
metodos parasitologicos podem falhar na visualizagao dos trofozoftas, porem os imunoensaios sao muito mais sensfveis. Nas 
diarreias por rotavirus, o diagnostico precoce excluira a terapeutica antibiotica, e o imunoensaio e a opgao diagnostica. 0 
cultivo viral fica impossfvel pelo custo, tempo e necessidade de laboratorio especializado. 

■ Saliva 

De facil obtengao, e composta de lfquido produzido pelas glandulas sublingual (5%), submandibulares (70%) e parotidas (25%). 
As proporgoes dependem do tipo de estfmulo. A difusao passiva de componentes do plasma e o meio intracelular mais 
importante na transferencia de substancias para a saliva, assim como a ultrafiltragao e o transporte ativo que transfere os 
componentes extracelulares. Os analitos que sao livremente difusfveis e tem concentragao independente do fluxo salivar podem 
ser analisados na saliva. Sao usuais as determinagoes de hormonios livres cortisol, progesterona, estradiol e testosterona e os 
farmacos teofilina, digoxina e diazepam. 

Para evitar contaminagao com sangue, e necessario se abster de escovar os dentes ou usar antissepticos nas 3 h que 
antecedem a coleta. Enxague da boca com agua e espera de 10 min antes da coleta para evitar efeito de diluigao do enxague sao 
recomendados. A coleta direta por eliminagao em frasco pode ser ajudada se o paciente previamente mascar um material do tipo 
polipropileno, que estimula a produgao de saliva. 

Para a coleta de saliva existe um aparato chamado Salivette® (W. Sarstedt Corp., Germany), que consiste em swab de 
algodao absorvente que parece um pequeno rolinho semelhante ao que os dentistas usam. O algodao e mascado pelo paciente 
por 30 a 90 s, em seguida, e colocado em tubo proprio, que tem duas porgdes: a superior, onde cabe o algodao, parece uma 
peneira e vem inserida na parte inferior. Por centrifugagao, a saliva e passada para a parte inferior do tubo. O algodao e a parte 
superior sao descartados, e a saliva obtida esta lfmpida, livre de partfculas ou material viscoso, interferentes no imunoensaio. O 
efeito absorvedor do algodao sobre alguns analitos pode interferir nos ensaios. 

Como a obtengao de saliva e muito facil, ha alguns estudos de outros tipos de materiais absorventes para que o uso da 
saliva possa ser ampliado para varios hormonios e medicamentos. 

O fluido gengival tem composigao similar ao plasma e pode contaminar a saliva, principalmente em casos de gengivites. E 
tambem uma opgao de coleta de material para ensaios, mas o volume e pequeno e necessita-se de um profissional especializado 
para a coleta. 

Embora a saliva contenha imunoglobulinas, como a IgA secretora, ainda nao e usual a determinagao de anticorpos em suas 
amostras. No entanto, varios pesquisadores utilizam esse metodo, particularmente em estudos epidemiologicos, validando 
primeiro o metodo, por meio de ensaios em paralelo de saliva e sore, para os ajustes necessarios no sentido de manter a 
eficiencia do metodo. 

■ Semen 

E utilizado como antfgeno na suspeita de anticorpos antiespermatozoide. E necessario obter material rico em espermatozoides 
apos 3 dias de abstinencia sexual e nao se pode coleta-lo em preservatives que contem espermicidas. Deve-se aguardar a 
liquefagao do material, cerca de 30 min apos a ejaculagao, e usa-lo em 2 h. Os espermatozoides tambem podem ser analisados 
por imunofluorescencia direta, em busca de anticorpos ou protefnas do complemento na sua membrana. 

Biosseguranga e descarte 

Os aspectos de biosseguranga em laboratorio clfnico abordam os diferentes grupos expostos a algum risco, desde pacientes, 
funcionarios do laboratorio, meio ambiente e comunidade externa ate transporte e descarte final dos resfduos de laboratorio. O 



laboratorio clfnico trabalha com materials biologicos e qufmicos, e em alguns deles tambem ha material radioativo. 

No Brasil, a Biosseguranga passa a fazer parte legalmente das atividades laboratoriais, principalmente a partir da criagao, 
em 1995, da Comissao Tecnica Nacional de Biosseguranga (CNTBio). Hoje, ha varias normas que estabelecem o rigoroso 
controle necessario a atividade laboratorial. E frequente a abordagem desse tema em seminarios e congressos, visando a 
atualizar a comunidade quanto as regras e, principalmente, discutir as experiencias de cada grupo na implantagao dessas 
normas. Igualmente, todos os organismos credenciadores e certificadores de qualidade requerem Programas de Biosseguranga 
no Laboratorio. 

Nao e objetivo do capitulo explorar o tema de forma abrangente, mas alguns principios gerais podem ser lembrados: 

• Tratar todo material como potencialmente infeccioso, desde a obtengao, o manuseio e o armazenamento ate o descarte final de 
resfduos 

• Contaminagao deve ser evitada para preservar a qualidade da amostra 

• Riscos para o paciente devem ser avaliados, e as normas de Etica em Pesquisa vigentes no local devem ser seguidas 2 

• Todo procedimento deve ser elaborado considerando qualquer risco para o operador, e as etapas do processo devem ser 
realizadas de modo a garantir o minimo risco de acidente 

• O Ministerio do Trabalho no Brasil regulamenta normas de protegao a saude do trabalhador, como: 3 

° Obrigatoriedade de atividade da Comissao Interna de Prevengao de Acidentes (CIPA) 

° Obrigatoriedade de fornecimento de equipamento de protegao individual (EPI) 

° Obrigatoriedade de um programa de prevengao de riscos ambientais (PPRA) 

° Atividades consideradas insalubres 

• Individuos externos ao laboratorio (comunidade em geral) contam com a protegao legal contra qualquer atividade de terceiros 
que prejudique sua saude 4 

• Programas e normas de tratamento, descarte e eliminagao de resfduos solidos e lfquidos de servigos de saude (lixo) vem sendo 
implementados. 5 

As medidas de seguranga laboratorial devem considerar toda a estrutura do laboratorio, como: 

• Instalagoes ffsicas, iluminagao, calefagao, ventilagao, exaustao 

• Instalagoes sanitarias gerais, espagos, armazenagem, vestiarios, locais proprios para alimentagao 

• Prevengao contra incendios, programas de desratizagao e desinsetizagao 

• Locais adequados e seguros para armazenagem de produtos biologicos, qufmicos, lfquidos inflamaveis, gases, substancias 
radioativas, e descartes de cada um deles 

• Protegao pessoal e coletiva, insumos em quantidade para eventuais procedimentos de desinfecgao e descontaminagao 

• Sinalizagao das areas, por tipo de risco 

• Conteineres proprios para transporte, armazenamento e descarte, de acordo com o tipo de material e risco associado 

• Areas laboratoriais de contengao (nfvel 3 de biosseguranga) e contengao maxima (nfvel 4), para as atividades previstas para 
essa condigao de trabalho. 
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Capitulo 12 

Metodologia Laboratorial para Estudo da 
Resposta Imune Adaptativa 


Anderson de Sa Nunes, Bruna Bizzarro e Denise Morais da Fonseca 


Introdugao 

O sistema imunologico e composto por orgaos, celulas e moleculas com a fungao primordial de realizar o reconhecimento do 
ambiente ao seu redor. Apesar de sua fungao mais estudada historicamente ser a protegao contra patogenos (bacterias, virus, 
fungos, protozoarios, helmintos, ectoparasitas, entre outros), atualmente e reconhecido seu papel essencial em processos de 
manutengao da homeostasia como reparo tecidual e tolerancia, que ocorrem de maneira integrada com outros sistemas, como o 
vascular, o endocrino e o neurologico. O reconhecimento descrito e realizado por uma serie de receptores, presentes na forma 
soluvel em fluidos corporais, na superficie das celulas e em seu citoplasma. A interagao desses receptores com seus ligantes 
dispara sinalizagoes moleculares caracteristicas e cascatas bioquimicas, culminando na produgao de mediadores que modulam 
positiva ou negativamente a atividade celular, levando a um estado de imunidade, hipersensibilidade, regulagao ou tolerancia. 

Didaticamente, o sistema imune dos vertebrados e dividido em inato (ou natural) e adaptativo (ou adquirido). O termo 
“especifico”, apesar de ainda usado em alguns livros-texto e outros documentos cientificos como sinonimo de sistema imune 
adaptativo/adquirido, carrega uma conotagao equivocada de que os mecanismos inatos/naturais seriam totalmente inespecificos. 
Hoje se sabe que todo reconhecimento realizado pelo sistema imune possui algum grau de especificidade, mais amplo ou 
restrito. E apesar de a descrigao a seguir apresentar os mecanismos efetores do sistema imune de maneira separada, e importante 
ressaltar que ambos atuam de forma interdependente, em que o sistema imune inato e essencial para a ativagao do sistema 
imune adaptativo, enquanto este, por sua vez, amplifica e potencializa as atividades do sistema imune inato. 

Sistema imune inato 

E filogeneticamente mais antigo, esta presente em virtualmente todos os metazoarios estudados e seus elementos sao 
constitutivos, uma vez que ja sao pre-formados ou estao prontos para atuar rapidamente. Nos seres humanos, e representado 
pelas barreiras fisicas, quimicas e biologicas, por receptores de reconhecimento soluveis, por celulas da imunidade inata e 
receptores de reconhecimento associados a essas celulas. Sua atuagao depende do reconhecimento de estruturas conservadas, 
que podem ser derivadas tanto de microrganismos em geral (MAMP, microorganism-associated molecular patterns ) e de 
microrganismos patogenicos (PAMP, pathogen-associated molecular patterns) que eventualmente entrem em contato com o 
organismo humano quanto daqueles liberados pelo proprio organismo humano (DAMP, damage-associated molecular 
patterns), indicando que algum tipo de lesao tecidual ou celular esta ocorrendo. Esse reconhecimento e realizado por receptores 
de reconhecimento de padroes (PRR, pattern recognition receptors), codificados pela linhagem germinativa do genoma e que 
justamente por isso possuem uma diversidade limitada (estimado em algumas centenas), mas que e compensada pela expressao 
nao clonal (uma mesma celula apresenta diversos PRR) e pela relativa promiscuidade de reconhecimento (um mesmo PRR pode 
possuir varios ligantes) que apresentam. Os principals elementos do sistema imune inato, assim como seus mecanismos de agao 
(Tabela 12.1), incluem: 

• Barreiras fisicas (mecanicas), quimicas e biologicas: 

° Superficies epiteliais/mucosas e seus anexos (p. ex., pele, pelos, unhas, tratos gastrintestinal, respiratorio, geniturinario 





etc.) 

° Fluxo de ar ou liquidos (p. ex., urina, lacrimagao, tosse, espirro etc.) 

° Secregoes, seus componentes e caracteristicas (p. ex., lagrima, saliva, muco, suor, enzimas, peptidios antimicrobianos, 
pH, secregoes sebacea, gastrintestinal, vaginal etc.) 

° Microbiota comensal 

• Receptores sol live is de reconhecimento de padroes moleculares: 

° Pentraxinas (p. ex., protema C reativa) 

° Colectinas (p. ex., protema ligante de manose, surfactantes alveolares) 

» Ficolinas 

° Sistema complemento (via alternativa e via das lectinas) 

• Celulas residentes e inflamatorias e seus produtos: 

° Celulas de alarme (mastocitos, macrofagos e outras celulas residentes dos tecidos) 

° Fagocitos profissionais (neutrofilos, macrofagos, celulas dendrfticas) 

» Celulas citotoxicas [eosinofilos, basofilos, celulas natural killer (NK)] 

• Receptores de reconhecimento de padroes moleculares, associados a celulas: 

° TLR: receptores do tipo Toll (TLRl a TLR9) 

° NLR: receptores do tipo NOD (NODI, NOD2, familia NLRP) 

° RLR: receptores do tipo RIG (RIG-1, MDA-5) 

° CLR: receptores do tipo lectina C (receptor de manose, DC -sign, dectina-1, dectina-2) 

» Receptores scavenger (SR-A, CD36) 

° Receptores para peptidios A-formil met-leu-phe (FPR, FPRL10). 

Sistema imune adaptativo 

E filogeneticamente mais recente, esta presente somente nos vertebrados mandibulados (peixes osseos e cartilaginosos, anfibios, 
repteis, aves e mamiferos) e e mediado pelos mecanismos efetores dos linfocitos. 

Os genes que codificam os receptores dos linfocitos B (BCR, B cell receptor) e dos linfocitos T (TCR, T cell receptor) 
passam por um processo de recombinagao somatica, cuja diversidade total gerada cria um repertorio de reconhecimento 
potencial que pode chegar a aproximadamente 5 x 10 13 determinantes antigenicos (epitopos) nos linfocitos B e 1 x 10 18 epitopos 
nos linfocitos T. Esses receptores sao expressos de maneira clonal nos linfocitos imaturos (cada celula expressa somente um 
tipo de BCR ou TCR), que sofrem etapas de sclecao nos orgaos linfoides primarios; aqueles que expressam receptores 
potencialmente autorreativos sao eliminados do sistema (mais de 95% do total) enquanto os demais se tornam celulas maduras e 
circulam no organismo pelos sistemas sanguineo e linfatico. Os receptores dos linfocitos interagem com alta afinidade com seus 
respectivos ligantes, conferindo assim uma especificidade bastante refinada quando comparados com os receptores do sistema 
imune inato. Contudo, para atuar, os clones de linfocitos precisam ser ativados e passar por ciclos de proliferagao e 
diferenciagao antes de se tornarem efetores, um processo que demora alguns dias para ocorrer apos o primeiro contato com o 
antigeno. Por outro lado, apos esse contato inicial, o sistema imune adaptativo preserva uma proporgao das chamadas “celulas 
de memoria” que, em contatos subsequentes com o mesmo antigeno, atuarao de maneira mais rapida, potente e eficiente. 

As celulas do sistema imune adaptativo estao presentes no organismo como celulas circulantes no sangue e na linfa; em 
sitios anatomicos definidos como nos orgaos linfoides secundarios ou perifericos, como o bago, os linfonodos e tecidos 
linfoides associados a mucosa; ou estao ainda distribuidas, virtualmente, em todos os tecidos. Os mecanismos efetores do 
sistema imune adaptativo sao subdivididos de acordo com a principal populagao de linfocitos envolvida e os produtos derivados 
dessas celulas. Assim, considera-se como imunidade adaptativa humoral aquela mediada pelos linfocitos B, enquanto a 
imunidade adaptativa celular e mediada pelos linfocitos T. Entretanto, essa classificagao tambem carrega certa imprecisao, uma 
vez que na maior parte das respostas de linfocitos B a participagao dos linfocitos T e necessaria. E, de maneira inversa, 
mecanismos efetores dependentes de celulas sao necessarios para aumentar a eficiencia das respostas humorais. 


Tabela 12.1 Elementos e mecanismos de agao do sistema imune inato/natural. 

Elemento 

Mecanismo de agao 

Barreiras fisicas (mecanicas), qulmicas e biologicas: 

• Dificultam a invasao e a instalagao de agentes 



• Superficies epiteliais/mucosas e seus anexos (p. ex., 
pele, pelos, unhas, tratos gastrintestinal, respiratorio, 
geniturinario) 

• Fluxo de ar e Ifquidos (p. ex., urina, lacrimagao, fosse, 
espirro) 

• Secregoes, seus componentes e caracterfsticas (p. ex., 
lagrima, saliva, muco, suor, enzimas, peptfdios 
antimicrobianos, pH, secregoes sebaceas, 
gastrintestinal, vaginal) 


agressores e/ou patogenicos no organismo 
hospedeiro 

Dificultam a colonizagao e expulsam mecanicamente 
eventuais patogenos que cheguem ao local 

Criam um microambiente nao proptcio para a 
sobrevivencia da maioria dos patogenos e 
comprometimento da integridade estrutural desses 
microrganismos 

Competigao biologica com os patogenos 


• Microbiota comensal 

Receptores soluveis de reconhecimento de padroes • Reconhecem fosforilcolina e fosfatidiletanolamina 
moleculares: microbianas 


• Pentraxinas (p. ex., protefna C reativa) 

• Colectinas (p. ex., protetna ligante de manose, 
surfactantes alveolares) 

• Ficolinas 

• Sistema complemento (via alternativa e via das 
lectinas) 

Celulas residentes e inflamatorias e seus produtos: 

• Celulas de alarme (mastocitos, macrofagos e outras 
celulas residentes dos tecidos) 

• Fagocitos profissionais (neutrofilos, macrofagos, 
celulas dendrtticas) 

• Celulas citotoxicas (eosinofilos, basofilos, celulas 
natural killer) 


• Reconhecem carboidratos com manose e frutose 
terminals. Surfactantes sao moleculas lipoftlicas que 
reconhecem diversas estruturas microbianas 

• Reconhecem A/-acetilglicosamina e acido lipoteicoico, 
componentes da parede celular de bacterias Gram- 
positivas 

• Ligam-se a diversas moleculas presentes nas 
superficies microbianas 

• Liberagao de moleculas pro-inflamatorias como 
aminas vasoativas (histamina, serotonina), 
citocinas/quimiocinas, mediadores lipfdicos 
[prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de 
plaquetas (PAF)], entre outros 

• Internalizagao (fagocitose ou endocitose) de 
parttculas/microrganismos, produgao de radicals 
livres (especies reativas do oxigenio e do nitrogenio) 
e ativagao da imunidade adaptativa 


• Granulos possuem enzimas e outras moleculas 
capazes de matar patogenos diretamente ou celulas- 
alvo infectadas por eles 

Receptores de reconhecimento de padroes • Reconhecem moleculas compartilhadas entre 

moleculares, associados a celulas: microrganismos 


• HR: receptores do tipo Toll (TLR1 a TLR9) - 
presentes na membrana plasmatica e endossomal 
de diversos tipos celulares 

• NLR: receptores do tipo NOD (NODI, NOD2, farmlia 
NLRP) - presentes no citosol de diversos tipos 
celulares 

• RLR: receptores do tipo RIG (RIG-1, MDA-5) - 


Reconhecem moleculas compartilhadas entre 
microrganismos, cristais intracelulares, mudangas na 
concentragao de ATP e de tons citosolicos e dano 
lisossomal 

Reconhecem RNA viral 

Reconhecem carboidratos com manose e frutose 
terminals e glicanas presentes na parede celular de 


presentes no citosol de diversos tipos celulares 

• CLR: receptores do tipo lectina C (receptor de manose,* 

DC-sign, dectina-1, dectina-2) - presentes na 
membrana plasmatica de fagocitos 

• Receptores scavenger (SR-A, CD36) - presentes na 
membrana plasmatica de fagocitos 

• Receptores para peptfdios /V-formil met-leu-phe (FPR, 

FPRL10) - presentes na membrana plasmatica de 
fagocitos 

A imunidade adaptativa humoral exerce seu papel protetor no hospedeiro apos ativagao dos clones de linfocitos B induzida 
pelos antfgenos. Essas celulas multiplicam-se (proliferam) e secretam protefnas soluveis conhecidas como andcorpos (tambem 
chamados de gamabloblulinas ou imunoglobulinas). As diferentes classes/isotipos de anticorpos exercem uma serie de 
atividades no organismo (Tabela 12.2) e sao capazes de se ligar a virtualmente todas as categorias de moleculas (carboidratos, 
lipfdios, protefnas, acidos nucleicos etc.). Menos mencionadas, mas tambem importantes, sao as funcoes dos linfocitos B, como 
celulas apresentadoras de antfgenos (APC, antigen-presenting cells) profissionais e secretoras de citocinas (glicoprotefnas que 
realizam a comunicagao do sistema imunologico). 

A imunidade adaptativa celular por sua vez e mediada por duas subpopulacoes principals de linfocitos T, uma que 
expressa o correceptor CD4 (auxiliares ou helper) e outra o correceptor CD8 (citotoxicos). A ativagao dos linfocitos T classicos 
depende do reconhecimento de pequenos fragmentos peptfdicos derivados de antfgenos de natureza proteica, associados a 
moleculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex), tambem conhecidas como 
antfgenos leucocitarios humanos (HLA, human leukocyte antigens), expressos na superffcie das APC profissionais (celulas 
dendrfticas, macrofagos e linfocitos B). Apos a ativagao, os linfocitos T multiplicam-se (proliferam), sendo que os linfocitos T 
CD4+ se diferenciam e exercem seu papel efetor por meio da secregao de citocinas que regulam, positiva ou negativamente, a 
fungao de outras celulas do sistema imunologico (tanto do sistema imune inato quanto do adaptativo), enquanto os linfocitos T 
CD8+ exercem seu papel no sistema imunologico promovendo a morte, por citotoxicidade (lise osmotica e apoptose), de 
celulas-alvo do hospedeiro infectadas por virus e bacterias intracelulares e tambem daquelas que sofreram transformagSes 
malignas/tumorais (ver Tabela 12.2). 

A integridade do sistema imunologico e essencial para a manutengao de suas fungoes, entre elas a defesa contra 
organismos infecciosos e seus produtos toxicos. A ocorrencia de doengas infecciosas de repetigao e com caracterfsticas clfnicas 
nao usuais (maior duragao e gravidade do que o normal, ou causadas por patogeno pouco virulento/oportunista, ou ainda com 
complicagoes inesperadas) podem refletir alguma deficiencia dos mecanismos de defesa do hospedeiro. A natureza da infecgao 
em um paciente em particular depende em grande parte do componente do sistema imunologico que se apresenta defeituoso. 
Por exemplo, deficiencias na imunidade adaptativa humoral podem resultar em um aumento de infecgoes por bacterias 
encapsuladas e alguns virus, enquanto deficiencias na imunidade adaptativa celular costumam estar associadas a infecgoes virais 
e outros microrganismos intracelulares (p. ex., bacterias intracelulares, fungos e protozoarios). Deficiencias combinadas, que 
afetam ambos os componentes da imunidade adaptativa, normalmente sao bastante graves, pois aumentam a suscetibilidade do 
paciente a todas as classes de microrganismos. Coletivamente, essas situagoes clfnicas sao conhecidas como imunodeficiencias, 
classificadas em primarias (ou congenitas) e secundarias (ou adquiridas) e que serao abordadas em mais detalhes no Capftulo 
28. 

As imunodeficiencias primarias/congenitas sao resultantes de defeitos geneticos, que normalmente se manifestam na 
infancia ou na adolescencia e afetam aproximadamente 1 em cada 500 indivfduos. Ja as imunodeficiencias 
secundarias/adquiridas nao sao herdadas, mas se desenvolvem como consequencia de ma nutrigao, cancer disseminado, 
tratamento com medicagoes imunossupressoras ou infecgao com determinados patogenos, em especial o virus da 
imunodeficiencia adquirida (HIV, human immunodeficiency virus). Todas essas variaveis deverao ser levadas em consideragao 
para a avaliagao laboratorial da imunocompetencia de um indivfduo. 

Avaliacao laboratorial da resposta imune adaptativa 


bacterias e fungos 

Reconhecem diacilgliceridios microbianos 

Reconhecem peptfdios contendo resfduos de N- 
formilmetionil 


Neste capftulo, serao abordados os fundamentos e as aplicagoes dos principals ensaios utilizados na avaliagao do sistema imune 



adaptativo. Tendo em vista os inumeros ensaios disponfveis atualmente, bem como o amplo repertorio de parametros a serem 
avaliados, o assunto sera explorado dividindo-o em itens: 


Tabela 12.2 Elementos e mecanismos de agao do sistema imune adaptativo/adquirido. 


Elemento Mecanismo de agao 


Linfocitos B 
(imunidade 
adaptativa humoral) 


Produgao de anticorpos: 

• IgM: ativagao da via classica do sistema complemento, aglutinagao e neutralizagao de 
toxinas e partlculas infecciosas 


• IgG: ativagao da via classica do sistema complemento, neutralizagao de toxinas e 
partlculas infecciosas, transference placentaria e protegao do neonato, opsonizagao 


• IgA: protegao das mucosas, transference pelo colostra e protegao de neonatos 


• IgE: protegao contra doengas causadas por helmintos e mediador do processo alergico 
(atopia) 


• IgD: marcador de maturidade do linfocito B, associado com slndromes autoinflamatorias 


Linfocitos T 
(imunidade 
adaptativa celular) 


Linfocitos T CD4+ ou T helper (Th) produtores de citocinas: 

• Diferenciagao em Thl: secregao de IFN-g induz ativagao classica de macrofagos 
(atividade inflamatoria e microbicida), induz troca de isotipos de anticorpos para 
subclasses IgGI e lgG3 (opsonizadoras e ativadoras do sistema complemento) e 
aumenta atividade dos linfocitos T citotoxicos 


• Diferenciagao em Th2: secregao de IL-4 induz ativagao alternativa de macrofagos 
(envolvido em reparo tecidual), troca de isotipos de anticorpos para subclasse lgG4 
(neutralizador) e IgE (resposta contra helmintos e alergias); secregao de IL-5 ativa 
eosinofilos e ajuda na troca de isotipos para IgA (presente em mucosas e secregoes); 
secregao de IL-13 ajuda na troca de isotipo para IgE e induz produgao de muco 

• Diferenciagao em Thl7: secregao de IL-17 induz inflamagao neutrofllica e aumento de 
peptldios antimicrobianos; secregao de IL-22 induz aumento do efeito de barreira e 
produgao de peptldios antimicrobianos 


Linfocitos T CD8+ ou T citotoxicos (Tc): 

• Exocitose de granulos citotoxicos (contendo granzimas e perforina) e expressao do 
ligante de Fas (FasL) causam morte de celulas-alvo infectadas por virus ou bacterias 
intracelulares e tambem de celulas tumorais/malignas 


• Avail agao da capacidade proliferativa de linfocitos T e B 

• Avaliagao da resposta mediada por linfocitos B 

• Avaliagao da resposta mediada por linfocitos T. 

A aval i agao laboratorial da imunocompetencia dessas celulas em um individuo inicia-se com um pequeno numero de testes 
de triagem (preferivelmente de baixo custo). Os ensaios recomendados encontram-se resumidos na Tabela 12.3, e a metodologia 
empregada na realizagao de alguns deles sera discutida ao longo do capitulo. 

■ Avaliacao da capacidade proliferativa de linfocitos T e B 

A avaliagao da proliferagao de linfocitos e frequentemente utilizada em pesquisa clmica e experimental como uma maneira de 
determinar a capacidade dessas celulas em serem ativadas e mediarem respostas imunologicas em diversos sistemas. Para 


analise clfnica, os linfocitos humanos podem ser obtidos de uma amostra de sangue periferico colhido com heparina e 
purificados por um processo de centrifugagao em gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque. Um volume de 10 ml de sangue 
fornece aproximadamente 10 7 celulas mononucleares, que incluem os linfocitos B, os linfocitos T e os monocitos. Amostras 
clinicas menos comuns podem ser tambem biopsias de orgaos linfoides secundarios (p. ex., linfonodos e baco) ou ainda tumores 
removidos cirurgicamente e devidamente processados. 

O meio de cultura utilizado (RPMI ou DMEM, Dulbeco ’s modified Eagle medium) deve confer glutamina e glicose e ser 
suplementado com soro (autologo ou soro humano do tipo AB e, portanto, isento de iso-hemaglutininas). As culturas prontas 
sao entao incubadas em estufa rigorosamente controlada (temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO 2 ). Como ja dito, a 
ativagao dos linfocitos envolve ciclos de proliferagao que podem ser induzidos de forma policlonal, por meio de mitogenos. 
Existem diversos mitogenos policlonais que podem ser adicionados a cultura para ativar seletivamente os linfocitos T, os 
linfocitos B, ou ambos (Tabela 12.4). A quanddade de ensaios para avaliar essa proliferacao tambem tem crescido ao longo do 
tempo. 

E importante ressaltar que numerosas variaveis tecnicas, bem como conceituais, podem afetar os resultados desses ensaios. 
Podem-se citar, entre outras, o numero de celulas presentes na cultura, a geometria do recipiente de cultura, a contaminagao das 
culturas com celulas nao linfoides ou microrganismos, a dose do mitogeno empregada, o tempo de incubacao das culturas, o 
metodo utilizado para a coleta das celulas ao final da cultura e a intcrprctacao dos resultados. A seguir serao apresentados os 
principals ensaios para avaliar essa proliferacao. 


Mitogenos 

• Quando os BCR ou TCR reconhecem seus antlgenos ligantes nas condigoes adequadas, uma cascata de 
sinalizagao bioqulmica e iniciada, induzindo a proliferagao (mitose) dessas celulas. Essa resposta mitogenica 
esta em geral acompanhada da ativagao e da diferenciagao dos linfocitos, que apresentam alteragoes 
morfologicas, passando a blastos. O grau de ativagao e a consequente proliferagao celular sao parametros 
para avaliar a resposta imune adaptativa dos indivlduos. Entretanto, como em geral poucos clones de linfocitos 
sao ativados por um dado anttgeno, e importante amplificar essa resposta de maneira que ela possa ser 
avaliada pelas diversas tecnicas apresentadas neste capltulo 

• Muitas substancias obtidas da biodiversidade ou sintetizadas em laboratorio possuem a capacidade de induzir a 
ativagao e consequente proliferagao dos linfocitos (tanto B quanto T) do mesmo modo que fazem os antlgenos 
especlficos, porem de maneira policlonal, ou seja, estimulando uma grande proporgao de linfocitos, 
independentemente da sua especificidade antigenica. Esses mitogenos policlonais ligam-se a receptores da 
superflcie celular suscitando um sinal que se assemelha ao que seria dado pelo antlgeno. Esse sinal e entao 
interpretado pela celula como indicagao para que ela saia do estado de repouso (GO) e entre no ciclo celular 
(G1) a fim de realizar a mitose 

• Os mitogenos policlonais mais utilizados sao derivados de plantas e conhecidos coletivamente como lectinas ou 
fitomitogenos. Entre eles, a fito-hemaglutinina (PHA, phytohemagglutinin) e 0 mitogeno mais extensivamente 
utilizado, seguido da concanavalina A (Con A). Ambas sao utilizadas para estimular a proliferagao de linfocitos 
T, 0 que tambem pode ser feito por anticorpos monoclonais anti-CD3 ou uma combinagao de anti-CD3 e anti- 
CD28, direcionados a moleculas de superflcie associadas a ativagao dessas celulas. Existem tambem os 
mitogenos que estimulam somente os linfocitos B, como os lipopolissacarldios (LPS) extraldos de bacterias 
Gram-negativas, alem de haptenos [trinitrofenil fosfato (TNP) conjugados a protelnas carreadoras], moleculas 
sinteticas (oligodeoxinucleotldio 2006) e tambem anticorpos monoclonais direcionados a moleculas de 
superflcie (anti-IgM, anti-CD40) usados sozinhos ou em combinagao com anticorpos monoclonais contra 
citocinas (IL-4, IL-21). Finalmente, existem mitogenos policlonais capazes de estimular a proliferagao tanto dos 
linfocitos B como dos linfocitos T, sendo a lectina conhecida como pokeweed (PWM, pokeweed mitogen) a 
mais utilizada. 

Tabela 12.3 Testes de triagem utilizados para avaliagao laboratorial da imunidade adaptativa. 




Teste de triagem 

Parametro observado 

Hemograma completo 

Leucopenia ou leucocitose geral ou seletiva 

Dosagem de imunoglobulina 

Diminuigao seletiva do isotipo (IgG, IgA) 

Dosagem de iso-hemaglutinina 

Diminuigao na produgao de anti-A, anti-B 

Anticorpo contra antigenos vacinais (sarampo, polio 
virus) 

Ausencia ou diminuigao da produgao de anticorpos 
contra antigenos a que o paciente certamente foi 
exposto (antigenos vacinais) 

Dosagem de acido urico 

Aumento ou diminuigao do acido urico (este parametro 
pode ser associado a deficiencia de enzimas como 
adenosina desaminase ou purina nucleosfdio 
fosforilase) 

Teste do nitroazul de tetrazolio (NBT, nitroblue 
tetrazolium) 

Falha na redugao do corante NBT associado a defeito 
de digestao de neutrofilo 

Ensaio de atividade hemolftica do complemento (CH50) 

Diminuigao da atividade Iftica do sistema complemento 
quando ativado pela via classica (dependente de 
anticorpo e dos componentes Cl, C2 e C4) 

Sorologia-HIV 

Detecgao de anticorpos contra protefnas do virus 

Teste intradermico ou epicutaneo 

Area de enduragao desenvolvida apos aplicagao de 
antfgeno intradermica ou superficialmente (patch test) 


Tabela 12.4 Principals mitogenos, alvo celular e potencia relativa na indugao de proliferagao. 


Mitogeno 

Celula ativada 

Proliferagao 

Tempo (dias) 

Hapteno 2,4,6-trinitrofenil conjugado a Ficoll 
(TNP-Ficoll) 

Linfocito B 

+ 

3 

Hapteno 2,4,6-trinitrofenil conjugado a 
albumina de soro bovino (TNP-BSA) 

Linfocito B 

++ 

3 

Anti-IgM 

Linfocito B 

+ 

3 

Anti-IgM + IL-4 

Linfocito B 

+++ 

3 

Anti-CD40 

Linfocito B 

+ 

3 

Anti-CD40 + IL-4 

Linfocito B 

+++ 

3 

Anti-CD40 + IL-21 

Linfocito B 

+++ 

3 

IL-21 

Linfocito B 

+ 

3 

Lipopolissacarfdio (LPS) 

Linfocito B 

+ 

3 

Resiquimod 

Linfocito B 

++ 

3 

Oligodeoxinucleotfdio 2006 (ODN2006) 

Linfocito B 

+++ 

3 

Pansorbin + IL-2 + IL-10 

Linfocito B 

+++ 

3 


Fito-hemaglutinina (PHA) 

Linfocito T 

+++ 

3 

Concanavalina A (Con A) 

Linfocito T 

+++ 

3 

Anti-CD3 

Linfocito T 

++ 

3 

Anti-CD3 + anti-CD28 

Linfocito T 

+++ 

3 

Fito-hemaglutinina (PHA) 

Linfocito T 

+++ 

3 

Poke weed (PWM) 

Linfocito B Linfocito 

T 

++ 

6 


Incorporagao de nucleotfdios radiomarcados 

A sfntese de DNA realizada pelas celulas em proliferagao apos ativagao pelo mitogeno pode ser avaliada por meio da 
incorporagao de nucleotfdios radiomarcados pelo DNA recem-sintetizado. 0 mais comum desses nucleotfdios e a timidina 
triciada ( 3 H-TdR), cuja incorporagao durante a divisao celular pode ser determinada pela contagem de cintilagao emitida pelas 
celulas da cultura e captada por um contador de radiagao beta (Figura 12.1). Os dados sao fornecidos na forma de contagem de 
cintilagoes por minuto (cpm) e podem ser trabalhados de diferentes maneiras, o que possibilita uma certa confusao na 
interpretagao dos resultados. Muitos laboratorios apresentam os valores absolutos da emissao das culturas mantidas sem 
estimulagao (celulas incubadas apenas com meio de cultura - controle negativo) e das culturas estimuladas com o mitogeno 
escolhido, na forma de cpm, como simples media da triplicata. Outros laboratorios apresentam os resultados sob a forma de 
relagao (media da triplicata, em cpm, da cultura estimulada com o mitogeno/media da triplicata, em cpm, da cultura mantida 
com meio apenas) constituindo o chamado indice de estimulagao. Nenhuma dessas apresentagoes e totalmente satisfatoria, 
sendo mais adequado, talvez, fornecer os dados por ambos os metodos para permitir a melhor interpretagao. 

■ Citometria de fluxo 

E uma tecnica utilizada para analise individual e simultanea de componentes estruturais celulares e partfculas microscopicas por 
meio da medigao do desvio de luz incidente sobre uma celula/partfcula e de sinais fluorescentes por ela gerados. O citometro de 
fluxo permite a caracterizagao basica da morfologia celular: tamanho relativo e complexidade interna (refletindo vesfculas e 
organelas). Em teoria, os citometros mais modernos sao capazes de detectar qualquer celula ou partfcula em suspensao com 
diametro entre 0,2 e 100 pm, alem de identificar a emissao de dezenas de espectros de fluorescencia pelos fluorocromos 
disponfveis no mercado. Portanto, esse equipamento permite uma analise detalhada de diversos parametros fenotfpicos e 
funcionais de uma unica celula e de populagoes celulares complexas. 

Os primeiros citometros foram desenvolvidos no fim da decada de 1940 com a finalidade de se efetuar contagem/detecgao 
de celulas bacterianas. No infcio dos anos 1950, esses equipamentos foram adaptados para efetuar contagem de celulas 
sangufneas. No entanto, foi apenas em meados dos anos 1960 que a detecgao de fluorescencia foi incorporada aos citometros de 
fluxo, o que ampliou significativamente a variedade de ensaios fenotfpicos e funcionais que podem ser realizados, 
caracterizando a tecnica que se conhece hoje. Conforme sera abordado ao longo deste capftulo, a citometria de fluxo permite o 
estudo de multiplos parametros e propriedades biologicas das celulas, incluindo morfologia, composigao, estado funcional, 
proliferagao, expressao genica e proteica. Embora tenha sido inicialmente desenvolvida para o estudo de celulas (cito = celula; 
metria = medida), incluindo as de mamfferos, bacterias e protozoarios, atualmente pode ser utilizada para detecgao de moleculas 
em solugao (protefnas, DNA, RNA) pelo uso de partfculas recobertas de anticorpos especfficos para tais moleculas. 

A principal aplicagao desse equipamento na rotina clfnica tem sido o estudo dos marcadores utilizados para o diagnostico e 
o prognostico das leucemias e linfomas e o monitoramento da contagem de linfocitos T CD4+ sangufneas de pacientes HIV 
positivos e detecgao da produgao de moleculas em solugao, como citocinas. 

Princfpio do metodo 

Os citometros de fluxo mais comuns sao constitufdos por tres sistemas principals: fluidos, optico e eletronico, que sao baseados 
respectivamente no uso de fluxo hidrodinamico; de radiagao laser e emissao de fluorescencia; e de recursos de informatica. Para 
que as celulas sejam avaliadas pelo metodo de citometria de fluxo, elas devem estar dispersas, individualmente, em uma 
suspensao fluida e tamponada, para entao serem forgadas atraves de um bocal, de modo a originar uma bainha de baixa pressao 


ao redor delas. Esse efeito “bainha” resulta na formagao de um fluxo nao turbulento que permite a passagem das celulas, uma a 
uma, centralizadas e alinhadas pelo ponto de tiledicao (celula de fluxo). Esse processo e denominado hidrodinamico e permite 
que cada particula seja interceptada individualmente por uma fonte de luz incidente (Figura 12.2), sendo a mais comumente 
utilizada o laser, que e focalizado nas celulas individualmente no ponto de mcdicao. De acordo com as propriedades ffsicas e a 
p re sene a de componentes fluorescentes em cada celula, a luz incidente sofre espalhamento, cujas propriedades, sobre as celulas 
analisadas, sao de tres tipos: 

• Espalhamento com baixo angulo de dispersao, refletindo o tamanho relativo e denominado FSC (do ingles forward scatter) 

• Espalhamento com um angulo de dispersao de 90°, refletindo a granulosidade ou complexidade interna e denominado SSC (do 
ingles side scatter) 

• Espalhamento com um angulo de 90° na forma de emissao de fluorescencia pela excitagao de um fluorocromo. 
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Figura 12.1 Testes para avaliagao da capacidade proliferativa de linfocitos: ensaio de incorporagao de nucleotidios radioativos (p. ex., 
timidina triciada), ensaio colorimetrico (p. ex., resazurina) e ensaio de citometria de fluxo [p. ex., diluigao de ester succinimidilico de 
carboxifluoresceina (CFSE)]. 
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Figura 12.2 Princfpios gerais de aquisigao e analise de amostras celulares por citometria de fluxo. 

A luz incidente e espalhada com baixo angulo de dispersao e determina o tamanho relativo da celula analisada. Ja a luz que 
e espalhada com um angulo de 90° caracteriza a estrutura interna da celula (sua granulosidade, refletindo a complexidade de 
granulos e organelas citoplasmaticos). Esses dois parametros sao convertidos em rcprescntacoes graficas por um software (ver 
Figura 12.2) e permitem a diferenciagao celular. 

A luz incidente (que e de baixo comprimento de onda) pode ser ainda absorvida por fluorocromos, normalmente 
conjugados a anticorpos, mas que tambem podem apresentar outras formulacoes, ligados as moleculas das celulas ou a 
particulas. Fluorocromos sao essencialmente corantes, que captam energia da luz em um dado comprimento de onda e a 
reemitem em um comprimento de onda maior. Essa luz sofre espalhamento em um angulo de 90° como luz fluorescente (de 
elevado comprimento de onda). A fluorescencia emitida por cada fluorocromo ligado a celula em analise e refletida por 
espelhos contidos no equipamento, captada por fotodetectores e convertida em sinais que sao processados, quantificados e 
analisados por um software que apresenta os dados em rcprescntacoes conhecidas como dot plots (imagens de cada celula 
individualmente) e histogramas, entre outras (ver Figura 12.2). 

As diferentes amplitudes dos sinais de luz emitidos pelos fluorocromos sao detectadas por um sistema de canais. Tambem 
por meio de dot plots , de histogramas e de graficos de X versus Y, os eventos celulares sao representados e interpretados em 
varias combi nacoes de parametros (analise de multiparametros). De maneira simplificada, e como se cada fluorocromo 
marcasse a celula/partfcula de uma “cor” diferente e a combinagao dessas “cores” fomecesse as caracterfsticas fenotipicas de 
cada celula e de populates celulares. Assim, com base no conhecimento sobre as caracterfsticas das celulas do sistema imune, 
























e possivel classificar, por exemplo, os linfocitos, monocitos e granulocitos em uma unica amostra. E as informagoes dos 
anticorpos conjugados a fluorocromos que se ligam a moleculas da celula podem, por exemplo, discriminar linfocitos B de 
linfocitos T e ainda caracterizar subpopulagoes de linfocitos T (Figura 12.3). 

Atualmente, encontram-se disponfveis no mercado dezenas de fluorocromos, que, na grande maioria dos casos, estao 
conjugados a anticorpos monoclonais destinados a imunofenotipagem dos elementos celulares. Tendo em vista o fato de que 
varios fluorocromos podem ser excitados pelo mesmo comprimento de onda da luz incidente e emitem comprimentos de onda 
distintos, pode-se efetuar mais de uma marcagao por celula com diferentes fluorocromos ao mesmo tempo. Hoje, existem no 
mercado citometros de fluxo cujo funcionamento e baseado no uso de espectrometria de massa em vez de emissao de 
fluorescencia. Esses equipamentos permitem o emprego de anticorpos conjugados a ions de metais pesados em vez de 
fluorocromos, o que aumentou exponencialmente a quantidade de “cores” ou parametros passiveis de analise. 
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Figura 12.3 Representagao de uma analise celular (imunofenotipagem) por citometria de fluxo. Populagoes de linfocitos, monocitos e 
granulocitos podem ser identificadas por meio de suas caracterfsticas de tamanho e granulosidade. Populagoes e subpopulagoes de 
linfocitos podem ser fenotipadas por anticorpos monoclonais direcionados a moleculas de superficie (anti-CD19, anti-CD3, anti-CD4 e 
anti-CD8), conjugados com diferentes fluorocromos. 


Avaliagao da proliferagao celular por citometria de fluxo 

Entre as diversas aplicagoes da citometria de fluxo, estao a avaliagao da proliferagao celular e a analise do RNA e do DNA 
contidos na celula, que podem ser usados para examinar a fase proliferativa e a haploidia celular. 

Uma das formas mais comuns de avaliar a proliferagao celular por citometria de fluxo e por marcagao das celulas com ester 
succinimidilico de carboxifluoresceina (CFSE, carboxyfluorescein succinimidyl ester). O CFSE e um corante fluorescente capaz 
de atravessar a membrana das celulas e se ligar de forma covalente as moleculas intracelulares, sobretudo aos residuos de lisina 
das proteinas intracelulares. Por conta da forga dessa ligagao, o CFSE pode ser retido dentro das celulas por longos perfodos e, 
uma vez incorporado, o corante nao e transferido para as celulas adjacentes. Gragas a essa caracterfstica, quando uma celula 
marcada se divide, metade da fluorescencia vai para cada celula-filha e assim por diante. Essa queda progressiva pode ser 
detectada pelo citometro de fluxo, e, quando a marcagao e realizada de maneira apropriada, aproximadamente 7 a 8 divisoes 
celulares podem ser detectadas antes que a fluorescencia se torne tao baixa quanto a fluorescencia basal (ver Figura 12.1). 

A determinagao do conteudo de acido nucleico celular e realizada por fluorocromos que se ligam estequiometricamente ao 
DNA e ao RNA [iodeto de propidio (PI) e laranja de acridina], resultando em uma emissao de fluorescencia proporcional ao 
conteudo de acido nucleico nas celulas. 0 padrao da distribuigao da substancia fluorescente indica a fase proliferativa da celula 
e da haploidia celular. 

■ Ensaios colorimetricos 

Apesar da alta sensibilidade dos ensaios usando nucleotfdios radiomarcados e do grande volume de informagoes que podem ser 
obtidas pela citometria de fluxo, ambas as tecnicas necessitam de equipamentos caros e especializados. Alem disso, o uso de 
radioisotopos requer treinamento especial, uma serie de autorizagoes legais e gera residuos radioativos que podem contaminar o 


















ambiente e os indivfduos que os manipulam. Assim, alguns metodos alternatives tem sido descritos nos ultimos anos e, embora 
nao sejam tao eficientes quanto os descritos anteriormente, sao capazes de avaliar a proliferagao de linfocitos de maneira mais 
barata e com menos riscos associados (ver Figura 12.1). A seguir sao comentados dois dos mais comuns. 

Teste do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio 

E um metodo colorimetrico que avalia indiretamente a atividade metabolica celular. 0 prinefpio dessa tecnica consiste na 
clivagem do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) em cristais de formazan, insoluveis em solucoes aquosas, 
pela enzima tetrazolio-succinato-desidrogenase presente na mitocondria de celulas viaveis. Os cristais formados pelo formazam 
podem ser solubilizados com dodecilsulfato de sodio (SDS, sodim dodecyl sulfate ) gerando uma coloracao azul-escura que e 
medida por espectrofotometria no comprimento de onda de 570 nm. Portanto, quanto maior a quantidade de celulas viaveis, 
maior a formagao de formazan e, consequentemente, mais alta a leitura obtida. Essa tecnica foi descrita em 1983, mas ainda 
hoje e usada em alguns laboratories por ser facil, de baixo custo e oportuna para avaliar um grande numero de amostras ao 
mesmo tempo. Alem de ser aplicada para a analise da viabilidade celular, tambem e utilizada para medir a taxa de proliferagao 
em culturas celulares, entre as quais preparagoes de linfocitos. 

Resazurina (alamarBlue®) 

E um composto de cor azul, nao toxico, permeavel e nao fluorescente que, apos sofrer reacoes de redugao em celulas 
metabolicamente ativas, e convertido em uma molecula vermelha fluorescente chamada de resorufina. De forma similar ao 
ensaio com MTT, a quantidade de fluorescencia e a variacao na coloracao produzida durante o ensaio sao proporcionais ao 
numero de celulas vivas e seu metabolismo. Nesse caso, a leitura pelo espectrofotometro e feita em dois comprimentos de onda: 

• 570 nm para deteegao da coloragao azul gerada pela rezarurina 

• 600 nm para deteegao da coloragao vermelha gerada pela resorufina. 

A taxa de proliferagao pode ser indiretamente avaliada pela subtragao dos valores obtidos entre a densidade optica (D.O.) 
das duas leituras, comparando os valores das culturas usadas como controle negativo (celulas incubadas com meio de cultura 
somente) e das celulas estimuladas com o mitogeno escolhido. Quanto mais forte a coloragao vermelha na cultura, maior a 
proliferagao celular. 

Avaliagao da resposta imune mediada por linfocitos B 

Os linfocitos B desempenham um papel central na imunidade adaptativa e representam entre 2 e 10% do total de leucocitos 
circulantes no sangue de adultos normals. Sua ativagao resulta principalmente na geragao de anticorpos/imunoglobulinas. A 
avaliagao da fungao dos linfocitos B se faz necessaria quando existem suspeitas de imunodeficiencias relacionadas com a 
produgao de anticorpos, doengas alergicas, autoimunidades, ou qualquer tipo de alteragao funcional dessas celulas. A seguir, 
descrevem-se algumas das metodologias utilizadas em laboratorio para o estudo funcional das respostas mediadas pelos 
linfocitos B. 

■ Avaliagao da produgao de anticorpos 

Determinagao da concentragao serica das diferentes classes ou isotipos de 
imunoglobulinas 

Os nfveis sericos das imunoglobulinas dependem de uma variedade de fatores ligados ao desenvolvimento (p. ex., historico de 
alergia, infeegoes recorrentes, idade do paciente), fatores ambientais e geneticos como origem etnica, idade e sexo. Na rotina 
laboratorial, sao normalmente determinados os nfveis sericos de IgG, IgA, IgM e IgE. Ate recentemente, nao se reconhecia o 
valor biologico da determinagao de IgD, um isotipo que representa menos de 1 % das imunoglobulinas sericas em um indivfduo 
normal, mas que nos ultimos anos tem sido associado a uma serie de disturbios inflamatorios, sendo o mais conhecido a 
sfndrome de hiper-IgD, tambem denominada deficiencia de mevalonato quinase (MKD). 

Entre os metodos laboratoriais mais utilizados para a dosagem dos nfveis sericos de anticorpos estao: imunodifusao radial 
simples, turbidimetria e nefelometria (ver Capftulo 5), tecnicas de marcagao com isotipos radioativos (radioimunoensaio - RIE) 
e tecnicas imunoenzimaticas (ver Capftulo 8). A escolha da tecnica a ser utilizada na rotina dependera de alguns fatores: 

• Sensibilidade: a tecnica que apresenta a maior sensibilidade para a determinagao de imunoglobulinas e o RIE. seguido de 



imunoensaio enzimatico (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay), nefelometria, turbidimetria e, por ultimo, 
imunodifusao radial. Alem disso, kits comerciais podem possuir diferentes limites de detecgao, embora representem a mesma 
tecnica 

• Especificidade: alguns testes com grande sensibilidade de detecgao podem apresentar baixa especificidade gerando muitos 
resultados falso-positivos. 

A escolha da tecnica mais apropriada deve levar em consideragao o proposito da realizagao do exame, a disponibilidade de 
equipamentos capazes de executar um determinado teste e o custo do exame, de modo a decidir o que deve ser colocado como 
prioridade. Alem disso, algumas tecnicas podem ser extremamente sensfveis, porem pouco especfficas; ja outras tecnicas podem 
ser altamente especfficas, mas pouco sensfveis. 

Determinagao da concentragao das subclasses de IgG 

As concentrates sericas de IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 correspondem, respectivamente, a cerca de 70, 20, 7 e 3% da 
concentragao total de IgG, com variabilidade de valores de acordo com a idade do paciente. Em alguns indivfduos com 
processos infecciosos de repetigao, os nfveis sericos de IgG encontram-se normals ou aumentados. Especialmente nesses casos, 
e extremamente importante a determinagao das subclasses de IgG que podem estar diminufdas. Elas tambem devem ser 
avaliadas em pacientes com quadros infecciosos de repetigao e deficiencia seletiva de IgA, pois esses casos estao 
frequentemente associados a deficiencia da subclasse IgG2. 

As subclasses de IgG podem ser quantificadas por varios metodos como imunodifusao radial simples, nefelometria ou 
turbidimetria. Entretanto, os nfveis sericos de IgG4 podem estar muito abaixo dos limites de detecgao desses metodos 
(sensibilidade), sendo necessario o emprego de tecnicas mais sensfveis, como ELISA e RIE (ver Capftulo 7). 

■ Produgao de anticorpos funcionais 

A detecgao da concentragao serica das imunoglobulinas nao deve ser o unico parametro avaliado quando se deseja excluir 
alteragoes da imunidade humoral; e importante tambem verificar se essas protefnas sao funcionais. Para tanto, pode-se avaliar a 
fungao dessas moleculas em algumas situagoes: 

• Pesquisa de anticorpos ativamente produzidos apos exposigao vacinal: a titulagao de anticorpos especfficos produzidos contra 
antfgenos vacinais (p. ex., anticorpos produzidos contra o virus do sarampo ou da poliomielite ou contra o toxoide difterico e 
tetanico) pode ser utilizada para analise funcional da IgG. Esse ensaio e particularmente util na avaliagao de pacientes com 
suspeita de imunodeficiencia humoral, mas que tenham nfveis de imunoglobulinas sericas normals. Os anticorpos podem ser 
determinados por metodos como reagao de neutralizagao, inibigao de hemaglutinagao (ver Capftulo 6) ou ELISA (ver 
Capftulo 7) 

• Determinagao do tftulo de iso-hemaglutininas: anticorpos IgM contra polissacarfdios de microrganismos que apresentam 
reagao cruzada com os antfgenos de grupo sangufneo ABO (ver Capftulos 6 e 27). Em indivfduos normals, dependendo do 
tipo sangufneo, a partir dos 6 meses de idade ja se encontram anticorpos anti-A e/ou anti-B com diluigoes do soro superiores 
a 1:8 (tftulo 8). Normalmente, esses anticoipos encontram-se ausentes em aproximadamente 50% dos lactentes e em 10% das 
criangas ao fim do primeiro ano de vida. A determinagao desses anticorpos e por meio de tecnicas quantitativas de 
hemaglutinagao, e o resultado e obtido na forma de tftulo. 

■ Biossintese de imunoglobulinas 

A ativagao dos linfocitos B in vitro resulta no aparecimento de quantidades pequenas, porem detectaveis, de imunoglobulinas de 
origem policlonal. Apos 7 a 10 dias de cultura, as imunoglobulinas podem ser medidas por RIE ou ELISA. Alternativamente, os 
linfocitos B que produzem imunoglobulinas podem ser quantificados pelo ensaio de placa hemolftica invertida. Nesse ensaio, 
eritrocitos sao recobertos com anticorpos anti-imunoglobulina humana (de cabra ou de coelho) e sao misturados com os 
linfocitos B em agar semissolido, ao qual se adiciona complemento. O aparecimento de placas hemolfticas indica a presenga de 
celulas produtoras de imunoglobulinas. Esse ensaio, entretanto, nao e muito utilizado na atualidade. 

Uma variavel mais recente detecta os anticorpos produzidos por ELISA, e os linfocitos sao estimulados por antfgenos 
adsorvidos as placas de cultivo dos linfocitos B. Assim, os anticorpos especfficos ficarao adsorvidos a placa, e, apos retirada das 
celulas, processa-se a detecgao dos anticorpos. O ensaio ganhou o nome de produgao de antigenio induzido in vitro (IVIAP, in 
vitro induced-antigen production). 

Independentemente da forma de detectar o linfocito B produtor de anticorpos especfficos, ha inumeras dificuldades nesse 


ensaio, principalmente devido ao reduzido niimero de linfocitos B circulantes para cada antfgeno. 


■ Imunofenotipagem dos linfocitos B 

A imunofenotipagem celular e utilizada quando se deseja investigar, seletivamente, antigenos celulares a fim de se caracterizar 
e quantificar as populates celulares presentes em uma amostra. No presente momento, uma especial atengao tem sido dada ao 
desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra antigenos de superficie de leucocitos para serem usados na tecnica de 
citometria de fluxo, cujos fundamentos teoricos ja foram abordados no item Citometria de fluxo. A partir de uma amostra de 
sangue total, celula mononuclear do sangue periferico (PBMC, peripheral blood mononuclear cell) ou celulas teciduais 
isoladas, apropriadamente preparadas, e possivel discriminar os principals elementos leucocitarios do sangue ou do tecido 
(linfocitos, monocitos e granulocitos). Uma vez que se tenha discriminado todas as populates celulares do tecido em estudo, 
pode-se delimitar uma regiao (gate) de mapeamento ao redor do grupo celular a ser estudado; dessa forma exclui-se a maioria 
dos tipos celulares e limita-se a analise somente as celulas de interesse. Por exemplo, pode-se avaliar a expressao apenas dos 
marcadores celulares caracteristicos de linfocitos B em subpopulagoes que ja tenham sido pre-selecionadas pelo gate de 
interesse, nesse caso a subpopulacao de linfocitos - desconsiderando da analise monocitos e granulocitos (ver Figura 12.3). E 
possivel ainda examinar uma combinacao de moleculas indicativas do estado funcional de cada celula, conforme sera abordado 
ao longo deste capitulo. 

Para a imunofenotipagem dos linfocitos B, o principal marcador avaliado e o CD 19, pois e expresso somente em linfocitos 
B e em celulas dendrfticas foliculares. Esse marcador e amplamente usado para distinguir linfocitos B de outras celulas no 
sangue periferico e quantifica-las. A fenotipagem de linfocitos B e utilizada na clinica para diagnostico e monitoramento de 
algumas doengas autoimunes, imunodeficiencias e infecgoes virais. 

Avaliagao da resposta imune mediada por linfocitos T 

Conforme descrito no inicio deste capitulo, as celulas do sistema imune adaptativo possuem um sistema de reconhecimento de 
antigenos que depende da geracao de um vasto repertorio de receptores. Os linfocitos T representam entre 15 e 35% do total de 
leucocitos circulantes no sangue de adultos normals e detectam, por meio de seu TCR, pequenos peptidios produzidos por uma 
complexa maquinaria proteolitica e apresentados pelas moleculas de MHC expressas na superficie das APC. Apos o 
reconhecimento antigenico e a ativagao celular, os diferentes subtipos de linfocitos T exercem sua funcao por meio da regulacao 
das demais celulas do sistema imunologico ou pela acao efetora direta sobre celulas-alvo. A subpopulagao de linfocitos T CD4+ 
e especializada na regulagao da resposta imune pela secregao de citocinas que exercem seus efeitos sobre as celulas do sistema 
imune inato, assim como sobre as proprias celulas do sistema imune adaptativo, potencializando a ativagao celular ou 
suprimindo mecanismos efetores. Por outro lado, os linfocitos T CD8+ possuem a capacidade de lisar diretamente as celulas- 
alvo, sendo tambem denominados citotoxicos. Em seres humanos, a razao de linfocitos T CD4+/CD8+ no sangue e de 
aproximadamente 2:1. 

Dessa forma, a analise da integridade funcional dos diferentes subtipos de linfocitos T e realizada pela avaliagao da 
capacidade de tais celulas serem ativadas e exercerem suas fungoes especificas, como proliferagao, produgao de citocinas, 
recrutamento celular, citotoxicidade etc. 

Ate muito recentemente, os ensaios de liberagao de cromo e a analise de diluigao limitante eram as linicas tecnicas 
utilizadas rotineiramente para avaliar a resposta de linfocitos T. Essas metodologias apresentavam muitas desvantagens, como o 
tempo de execugao, dificuldade tecnica e baixo limiar de detecgao. Nos ultimos anos, novos metodos foram desenvolvidos com 
o intuito de analisar o complexo repertorio de fungoes dos linfocitos T, bem como sua especificidade e funcionamento. Alem de 
mais sensfveis, esses novos metodos fornecem mais informagao que os anteriormente disponfveis e sao descritos a seguir. 

■ Avaliagao da imunidade celular por testes in vivo | Teste de hipersensibilidade do 
tipo tardia 

A avaliagao da hipersensibilidade do tipo tardia (tambem conhecida como hipersensibilidade tipo IV) e um teste de triagem 
pratico para avaliar a integridade da imunidade celular adaptativa e a existencia de contato previo com determinados antigenos. 
Respostas anormais de hipersensibilidade do tipo tardia podem significar infecgao ou defeitos da imunidade celular adaptativa, 
que propiciam o desenvolvimento de estados patologicos infecciosos, autoimunes ou de imunodeficiencia. 

O teste de hipersensibilidade do tipo tardia pode ser util na avaliagao de pacientes com imunodeficiencia nao 
diagnosticada. Pacientes com imunodeficiencia primaria que venham a falhar, quando desafiados por via intradermica com 
antfgeno ubfquo, provavelmente desenvolverao sucessivos quadros infecciosos causados por patogenos intracelulares. A analise 



da hipersensibilidade do tipo tardia pode ser tambem especialmente importante para avaliar estados de imunodeficiencias 
adquiridas, como e o caso de pacientes infectados pelo HIV. O desenvolvimento de anergia (ausencia de resposta ao desafio 
com o antigeno) em pacientes portadores do virus prediz mau prognostico da doenca. Por outro lado, o progresso desse 
parametro indica melhora da doenca e boa resposta ao tratamento instituido (Quadro 12.1). 

Em individuos imunocompetentes, o teste de hipersensibilidade do tipo tardia e utilizado como auxiliar no diagnostico de 
doengas causadas por fungos e bacterias, como e o caso da tuberculose, histoplasmose, blastomicose e aspergilose. E importante 
destacar que a positividade desse teste indica resposta imune celular direcionada para os antigenos presentes nesses patogenos, 
porem nao e indicio absoluto de infecgao ativa. Isso porque individuos que entraram em contato com tais microrganismos, ou 
que tenham sido vacinados contra eles, possuem memoria celular reativa aos seus antigenos e, por isso, apresentam positividade 
no teste. Um exemplo classico desse fenomeno e a resposta em individuos vacinados com bacilo de Calmette-Guerin (BCG), 
quando desafiados com tuberculina ou derivado proteico purificado (PPD, purified protein derivative) no chamado teste 
tuberculinico ou teste de Mantoux. 


Quadro 12.1 Fatores que podem afetar o desenvolvimento da hipersensibilidade tipo tardia (tipo IV). 

Fisiologicos 

• Idade 

• Gestagao 

Imunodeficiencias primarias 

• Sindrome de DiGeorge (aplasia tfmica) 

• Imunodeficiencias combinadas graves (varias causas relatadas) 

Doengas hereditarias 

• Sindrome de Down 

• Talassemia 

Doengas metabolicas 

• Diabetes mellitus 

• Uremia, dialise 

Doengas infecciosas 

• AIDS, pneumonia bacteriana 

• Doenga infecciosa viral aguda (p. ex., sarampo, varicela, gripe) 

Medicagao 

• Corticosteroides e outros farmacos imunossupressores 

• Quimioterapia 


Teste intradermico 

E uma das maneiras de se avaliar a hipersensibilidade do tipo tardia e envolve alguns cuidados descritos a seguir: 

• Os antigenos utilizados no teste devem ser mantidos a 4°C em condi goes estereis e protegidos da luz 

• As solucdes do teste nao devem ser mantidas na seringa por tempo prolongado antes do uso. A agulha a ser empregada no 
ensaio deve ser de calibre 23/25 x 0,7 mm 

• A aplicagao deve ser intradermica, formando uma papula visivel do volume aplicado 

• Apos 24 a 72 h deve ser medida a area (diametro) de enduragao (papula com ou sem eritema) com regua. 

O infiltrado inflamatorio que surge em 24 a 72 h apos a injegao intradermica de determinado antigeno e primariamente 
formado por celulas mononucleares. Esse infiltrado celular e o edema associado resultam em endurecimento e inchago da pele, 
sendo o diametro da reagao utilizado como indice de hipersensibilidade cutanea. 

Um paciente pode apresentar hipersensibilidade imediata ao mesmo antigeno do teste, caracterizada pela presenga de area 
papular e eritematosa dentro de 15 a 20 min. Essa reagao desaparece em aproximadamente 12 h. A produgao de uma enduragao 
igual ou superior a 5 mm de diametro no perfodo superior a 24 h e interpretada como teste positivo. Areas menores e com 
enduragao bem definida sugerem sensibilidade a um antigeno estreitamente relacionado. 


Teste epicutaneo 


Tambem conhecido como patch test, e comumente utilizado por dermatologistas para avaliar a relagao entre determinadas 
substancias quimicas e o aparecimento de quadros caracteristicos do tipo dermatite de contato. A substantia e aplicada na 
superficie da pele em baixas concentracoes e a area e entao coberta com curativo. Depois de 48 h da aplicagao, remove-se o 
curativo e examina-se a reagao inflamatoria. A interpretagao de reagao de sensibilidade de contato positiva depende do 
aparecimento de uma reagao eritematosa, papular ou vesicular no local do estimulo. Raramente ocorre enduragao, uma vez que 
o estimulo quimico nao e aplicado por via intradermica. 

Existem varios fatores que podem afetar os resultados do ensaio de hipersensibilidade do tipo tardia. Dentre os mais 
importantes, e possivel citar: 

• Antigenos similares obtidos de fontes diferentes 

• Utilizagao de antigenos diferentes da mesma fonte. Por exemplo: diferentes proteinas obtidas de uma mesma cepa de Candida 
albicans 

• Perda de antigeno durante a inoculagao intradermica 

• Aplicagao do antigeno em camadas mais profundas da derme 

• Interpretagao de area de edema como de enduragao (erro de leitura) 

• Aplicagao consecutiva do teste (efeito reforgo ou booster), observada em casos em que o teste e repetido com um intervalo 
me nor do que 3 meses. 

■ Avaliacao da imunidade celular por testes in vitro 

Avaliagao da smtese de citocinas 

As citocinas, proteinas que realizam a comunicagao do sistema imunologico, regulam seu funcionamento e promovem sua 
interagao com os demais sistemas do organismo, como o sistema neuroendocrino. Elas tem sido objeto de estudo nas ultimas 
decadas. O envolvimento das citocinas em inumeras doengas determinou a necessidade do desenvolvimento de metodos capazes 
de detectar sua produgao tanto in vitro quanto in vivo. Os ensaios mais conhecidos sao os bioensaios, que envolvem cultura de 
celulas dependentes de citocinas ou que respondem a presenga delas; os imunoensaios, que empregam a reagao antigeno- 
anticorpo, incluindo ELISA (ver Capitulo 7), enzyme-linked immunospot (ELISPOT) e citometria de fluxo; a 
imunofenotipagem, tambem realizada por citometria de fluxo; e mais recentemente os ensaios baseados em tecnicas de biologia 
molecular, como hibridizagao in situ e reagao da transcriptase reversa, seguida de reagao em cadeia da polimerase (RT-PCR) 
(ver Capitulo 3). 

Esses diferentes tipos de ensaio fornecem resultados seguros relativos a quantificagao de citocinas nas amostras biologicas. 
Contudo, cada um deles possui particularidades que geram vantagens e desvantagens em determinadas circunstancias. De 
maneira geral, os bioensaios mensuram a quantidade de citocina produzida com atividade biologica e podem ser mais sensiveis; 
ja os imunoensaios detectam tanto as citocinas biologicamente ativas quanto as inativas e, em alguns casos, permitem ate a 
diferenciagao entre essas bioformas. O uso de imunoensaio pode ser mais vantajoso em termos tecnicos, pois pode ser utilizado 
tambem em situagoes que nao envolvam cultura celular (p. ex., amostras de soro, plasma ou homogeneizado de tecidos) e o 
resultado pode ser obtido em um tempo menor. Paralelamente, como ja mencionado neste capitulo, a citometria de fluxo foi 
adaptada para avaliar mediadores soluveis e pode tambem fomecer informagoes unicas sobre o subtipo celular produtor de 
determinada citocina. A seguir, os metodos de ELISPOT e citometria de fluxo serao comentados, ambos atualmente utilizados 
na detecgao de citocinas para a determinagao da ativagao da imunidade celular. Vale lembrar que a tecnica de ELISA e os 
ensaios baseados em tecnicas de biologia molecular foram abordados nos Capitulos 7 e 3, respectivamente. 

O ensaio denominado ELISPOT permite a determinagao quantitativa dos clones celulares capazes de produzir uma 
citocina, em particular apos estimulagao antigeno-especifica ou policlonal (Figura 12.4). A suspensao de celulas a ser 
investigada deve ser purificada e adicionada aos pogos de uma placa de cultura especifica para ELISPOT, os quais foram 
revestidos previamente com uma membrana de nitrocelulose sensibilizada com anticorpos de captura para a citocina a ser 
avaliada. As celulas sao entao estimuladas utilizando-se antigenos especificos ou mitogenos. No caso de estimulo com 
mitogenos (ver Tabela 12.4), os linfocitos T CD4+ ou CD8+ podem ser purificados e cultivados isoladamente apenas na 
presenga do mitogeno. Quando o intuito e analisar a resposta especifica contra um determinado antigeno, os linfocitos obtidos 
da amostra precisam ser cultivados na presenga de APC que foram incubadas com o antigeno de interesse. O tempo de 
incubagao ira depender do antigeno empregado: proteinas integras precisam ser processadas pelas APC para que os peptidios 
sejam ligados as moleculas de MHC. Esse processo adiciona 4 a 8 h de incubagao ao ensaio. Por outro lado, podem-se utilizar 
peptidios sinteticos que se ligam diretamente as moleculas de MHC expressas na superficie das APC sem a necessidade de 


processamento antigenico. Nesse ensaio de resposta antfgeno-especffica, linfocitos B, monocitos ou celulas dendrfticas 
diferenciadas de monocitos provenientes do proprio indivfduo podem ser usadas como APC. 
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Figura 12.4 ELISPOT: ensaio para determinapao de clones celulares capazes de produzir citocina apos estimulo com antfgeno 
especffico ou mitogeno policlonal. 

As citocinas produzidas nessas condicdes serao capturadas pelos anticorpos aderidos a membrana de nitrocelulose. Para a 
visualizapao das citocinas capturadas, e utilizado um sistema revelador que consiste em um anticorpo secundario anti-citocina 
conjugado a enzima e substrato colorimetrico especffico. Alguns minutos apos a adipao do sistema revelador, surgirao spots 
(manchas) que deverao ser interpretadas como a representapao de uma unica celula secretora da citocina estudada pelo sistema. 
Os resultados sao fornecidos como o niimero de celulas secretoras da referida citocina em relapao ao numero total de celulas 
adicionadas em cultura. 

A presenpa de citocinas em amostras biologicas pode ser detectada por uma adaptapao da citometria de fluxo, que toma a 
tecnica capaz de detectar moleculas soluveis como citocinas, quimiocinas, anticorpos e outras protefnas. Esse ensaio, conhecido 
como CBA (cytometric bead array), e capaz de avaliar multiplos parametros simultaneamente, podendo detectar ate 30 














protefnas de uma vez, dependendo dos reagentes e do citometro de fluxo utilizado, em uma pequena quantidade de amostra, sem 
perder sensibilidade, especificidade ou reprodutibilidade. Essa tecnica e baseada no uso de microesferas com diferentes 
tamanhos e intensidade de fluorescencia, podendo gerar um grande repertorio de possibilidades de maneira relativamente 
simples. Cada grupo de esferas possui uma determinada fluorescencia, que pode ser diferenciada no citometro de fluxo por sua 
intensidade, e e conjugado com anticorpos especfficos para capturar uma determinada molecula. Essas esferas sao incubadas 
com as amostras, curvas-padrao e outros controles, e, a seguir, com anticorpos especfficos para as moleculas analisadas, os 
quais estao conjugados com um fluorocromo diferente do que foi usado inicialmente nas esferas. Assim, e formado um 
“sandufche” contendo a esfera, o anticorpo especffico para a molecula a ser determinada, a molecula (caso ela esteja presente na 
amostra) e um anticorpo secundario conjugado com um fluorocromo diferente e que vai reconhecer a mesma molecula (Figura 
12.5). Esse complexo e adquirido por um citometro de fluxo e analisado de acordo com as fluorescencias utilizadas. Os dados 
obtidos pela media da intensidade de fluorescencia (MIF, mean fluorescence intensity ) de cada amostra, que podem ser 
compilados em uma tabela e correlacionados com uma curva-padrao de concentragao previamente conhecida, gerando 
resultados quantitativos para cada molecula analisada. 
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Figura 12.5 Princfpio da tecnica de CBA para avaliagao de moleculas soluveis em amostras por citometria de fluxo. 

A producao de citocina(s) por uma celula em particular tambem pode ser avaliada por meio da sua detecgao intracelular 
por citometria de fluxo. Essa tecnica pode ser empregada em celulas obtidas do paciente, estimuladas ou nao para a inducao da 
producao de citocinas. Para tanto, as celulas estudadas devem primeiramente ser incubadas com anticorpos monoclonais 
conjugados com fluorocromos e especfficos para as moleculas de superffcie (extracelular) que identificarao as populates e 
subpopulagoes de linfocitos de interesse, como CD3+, CD4+, CD8+, celulas T gama/delta, CD19+ etc. Posteriormente, as 
celulas sao submetidas a permeabilizagao de sua membrana para que os anticorpos empregados na identificagao das citocinas 
tenham acesso a protefna intracelular. Essa condigao e atingida com o uso de substancia com propriedades detergentes, como a 
saponina, que causa poros na membrana celular (Figura 12.6). Para que possam resistir ao processo de permeabilizagao, as 
celulas devem ser previamente fixadas com formaldefdo ou paraformaldefdo. Apos a permeabilizagao, e realizada a incubagao 
das celulas com anticorpos monoclonais conjugados com diferentes fluorocromos e especfficos para as citocinas de interesse. A 
analise do numero de celulas positivas para a emissao da fluorescencia dos anticorpos empregados determinara a presenga ou a 
ausencia da citocina em cada populagao/subpopulagao de linfocitos. Essa detecgao e realizada com o auxflio de um citometro de 
fluxo, ja descrita no item Citometria de fluxo. 

A expressao de muitas protefnas celulares e consequencia do estado de ativagao celular. Em relagao as citocinas, esse fato 
parece ser particularmente importante, porem a quantidade dessas moleculas, produzidas por uma ou algumas celulas apenas, e 
muito baixa para detecgao pela maioria das tecnicas. Por isso, frequentemente ha necessidade de se utilizar algum tipo de 
estimulagao in vitro para aumentar a quantidade de citocina produzida e permitir a detecgao. Os mitogenos sao ativadores 




policlonais e tem se mostrado altamente eficazes nesse processo. Na citometria de fluxo, os ativadores mais empregados para os 
linfocitos T sao anticorpos contra CD3 e CD28, que simulam a interagao com as APC, e os ionoforos de calcio na p re sene a de 
ativadores de proteinoquinase, como e o caso da ionomicina e do acetato de miristato de forbol (PMA, phorbol myristate 
acetate). Tambem e possivel fazer o estimulo especifico para o antigeno de interesse. Nesse caso, sao utilizadas APC incubadas 
com a protema antigenica ou os peptidios de interesse, conforme descrito anteriormente na metodologia de ELISPOT. Como a 
producao da citocina e seguida de secrecao, a estimulagao in vitro e realizada com substancias que interrompem o 
funcionamento do complexo de Golgi, como a brefeldina e a monensina, e impedem a liberagao das proteinas, permitindo assim 
o acumulo de grandes quantidades de citocina no interior da celula. 

A combinacao de anticorpos especificos para moleculas de superficie e intracelulares permite identificar varios parametros 
em diferentes subtipos celulares sem a necessidade de purificacao apenas do linfocito de interesse, como e o caso do ELISPOT. 

E importante destacar ainda que essa metodologia pode servir para deteegao de qualquer tipo de molecula intracelular, 
incluindo fatores de transcrigao nucleares que determinam, por exemplo, a assinatura molecular de diferentes populagoes de 
linfocitos T: Thl, Th2, Thl7 e T reguladores, entre outros. Nesse caso, nao ha necessidade de estimulagao celular. 

A quantificagao das citocinas, independentemente da metodologia escolhida, nao esta isenta de problemas tecnicos: 

• A presenga de proteinas ligadoras de citocinas nos fluidos biologicos pode reduzir sua deteegao pela tecnica de ELISA 

• Algumas citocinas sao dificilmente detectaveis, no soro, em consequencia de sua curta meia-vida ou de sua rapida utilizagao 
pelas celulas locais 

• As tecnicas de hibridizagao in situ e RT-PCR detectam a quantidade de mRNA, e esse dado nao necessariamente se 
correlaciona com a sintese proteica 
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Figura 12.6 Marcagao extracelular e intracelular para analise por citometria de fluxo. 

• A combinacao de marcagoes de superficie celular com marcagao intracitoplasmatica por citometria de fluxo pode ser bastante 
util, porem ha necessidade de se empregar estimulagao in vitro para avaliar a celula estudada 

• Ainda no caso da citometria de fluxo, a tecnica detecta, por marcagao intracelular, a citocina sintetizada, mas nao 
necessariamente a citocina secretada pela celula. 

Avaliagao funcional de linfocitos T 

Alem da detecgao da capacidade de produgao de citocinas, conforme descrito anteriormente, a avaliagao funcional de linfocitos 
T in vitro pode ser realizada por meio de ensaios dependentes de proliferagao celular. Para tal, e necessario obter suspensoes de 
celulares mononucleares obtidas do sangue periferico, por exemplo, a partir da separagao por centrifugagao em gradiente de 
densidade de Ficoll-Hypaque (ver Quadra 12.4). A seguir sao descritas novas tecnicas para avaliagao funcional de linfocitos T. 

Tecnica do tetramero 

Os linfocitos reconhecem, por meio de seu TCR, pequenos peptidios apresentados por moleculas de MHC expressas por APC. 
A especificidade desse reconhecimento e definida pelas regioes determinantes de complementariedade antigenica presentes na 
molecula de TCR. Dessa forma, e possivel identificar a especificidade dos linfocitos empregando moleculas sinteticas de MHC 
ligadas a peptidios de interesse e conjugadas com fluorocromos. 

Essa metodologia e conhecida como tecnica do tetramero, pois utiliza quatro moleculas de MHC-peptidio-fluorocromo 
ligadas de maneira nao covalente para a identificagao dos linfocitos antigeno-especificos. A afinidade da interagao entre a 
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molecula do TCR e o complexo MHC-peptidio e bastante fraca (K d =10 - 10 M) com um tempo de dissociagao < 1 min, o 
que dificulta a efetiva ligagao do complexo ao TCR. Essa deficiencia pode ser compensada utilizando-se um complexo 
multimerico fluorescente (MHC-peptidio-multimerico) no lugar de moleculas isoladas, visto que a ligagao de tetrameros MHC- 
peptidio aos TCR possui avidez muito maior que a afinidade da molecula isolada. Linfocitos ligados ao tetramero podem ser 
identificados pela detecgao de fluorescencia por citometria de fluxo. Por meio dessa tecnica e possivel ainda identificar a 
subpopulagao de linfocito antigeno-especifico e o padrao de citocinas produzidas por esse linfocito, conforme abordado 
anteriormente. Dessa forma, uma das vantagens de se utilizar a tecnica do tetramero e que a celula avaliada pode ser 
caracterizada por seus marcadores de superficie e estado funcional. 

Dimeros ou tetrameros de MHC-peptidio tem sido utilizados para quantificar, caracterizar e purificar linfocitos T CD8+ 





especfficos para determinados antfgenos. Mais recentemente, tem sido desenvolvidos tetrametros eficientes para deteccao de 
linfocitos T CD4+ antfgeno-especfficos. 

Tecnica de imunoescopo 

O repertorio dos linfocitos T de um individuo e determinado pela jungao das sequencias variaveis das cadeias alfa e beta do 
TCR. Essas sequencias tem origem durante a recombinagao de genes da regiao variavel presentes na linhagem germinativa da 
celula, processo que e denominado rearranjo VDJ. A terceira regiao hipervariavel, ou CDR3 (regiao determinante de 
complementariedade), das cadeias alfa e beta do TCR resulta desse evento combinatorio, e seu comprimento e, portanto, 
variavel. Utilizando primers especfficos, as regioes do CDR3 podem ser amplificadas e seus tamanhos e distribuigao podem ser 
analisados por eletroforese, tecnica conhecida como imunoescopo. Dezenas de genes de V beta e quatro ou cinco genes J beta 
sao conhecidos em camundongos e humanos, assim, a combi nagao de todos os segmentos V e J com todos os tamanhos de 
CDR3 representam mais de 2.000 possibilidades que podem ser analisadas em uma amostra. A tecnica de imunoescopo propicia 
informagSes acerca do repertorio dos linfocitos T e, se combinada com a tecnologia do tetramero, pode tambem avaliar a 
diversidade epitopica dos clones de linfocitos T. 

Avaliagao da fungao efetora das celulas 

Cultura mista de linfocitos 

A cultura mista de linfocitos (CML) e um ensaio de estimulagao antigenica, em que os linfocitos T sao ativados e respondem 
contra um antfgeno de histocompatibilidade alogenico presente em linfocitos ou monocitos de outro individuo. Essa analise e 
possfvel em fungao das propriedades dos genes que codificam as moleculas de MHC, que estao entre os mais polimorficos do 
genoma humano. Esse polimorfismo determina diferengas antigenicas fundamentais entre os indivfduos e faz com que linfocitos 
T de um individuo respondam contra celulas de outro que possui diferente haplotipo de MHC. Os antfgenos responsaveis pela 
estimulagao dos linfocitos T na CML sao as moleculas do MHC de classe II (HLA-DR, -DQ e -DP) presentes em outros 
linfocitos ou monocitos, e as celulas respondedoras sao, inicialmente, os linfocitos T e mais tardiamente os linfocitos B 
(fenomeno que pode ser detectado pelo aumento da sfntese de anticorpos). 

Esse teste pode ser realizado de forma unidirecional, em que apenas as celulas de um dos indivfduos respondem ao 
estfmulo alogenico, ou bidirecional, quando ambas as celulas presentes em cultura sao capazes de responder ao estfmulo. Na 
CML unidirecional, as celulas estimuladoras sao irradiadas ou tratadas com mitomicina para impedir a sfntese de DNA sem, 
contudo, matar a celula. Assim, a detecgao (utilizando radioisotopos, citometria de fluxo ou tecnicas colorimetric as) reflete a 
proliferagao das celulas nao irradiadas ou que nao foram tratadas com mitomicina. Na CML bidirecional, as celulas de ambos os 
indivfduos sao estimuladas e a proliferagao representa a resposta final de ambas as celulas, sendo, portanto, impossfvel 
distinguir a contribuigao individual de cada uma. As condigoes de cultura costumam ser identicas as empregadas na estimulagao 
linfocitaria. 

Esse ensaio e altamente sensfvel e extremamente suscetfvel a uma serie de interferentes de ordem tecnica. Por isso, com o 
intuito de controlar as condigoes experimentais, sao utilizados varios controles, que incluem cultura de celulas singenicas de 
pares irradiados e nao irradiados e cultura de celulas alogenicas de pares irradiados. O primeiro par-controle fornece dados 
acerca da proliferagao basal dos linfocitos, enquanto o segundo garante a adequada inativagao das celulas estimuladoras. 

Citolise mediada por celulas ou ensaio de citotoxicidade 

Tecnica para avaliar a fungao efetora citotoxica de linfocitos T, em particular T CD8+, que se diferenciaram a partir de uma 
estimulagao antigenica previa. A atividade citotoxica de linfocitos e, em geral, testada por ensaios radioativos, que detectam a 
liberagao de conteudos citoplasmaticos da celula-alvo. Nesse ensaio, celulas-alvo sao marcadas com 51 Cr e colocadas em 
cultura, a 37°C por 4 a 8 h, com linfocitos T CD8+ isolados de sangue periferico ou tecido do individuo. As celulas-alvo podem 
ser celulas tumorais, celulas infectadas por patogenos intracitoplasmaticos (como virus) ou celulas de sangue periferico do 
proprio individuo tratadas com peptfdios do antfgeno de interesse. Se os linfocitos T CD8+ reconhecerem peptfdios expressos 
pelas moleculas de MHC de classe I da celula-alvo, ocorrerao ativagao linfocitaria e produgao de moleculas que promoverao a 
lise da celula-alvo, como granzima e perforina. A lise da celula-alvo libera 51 Cr para o meio extracelular, permitindo assim a 
quantificagao da capacidade de lise do linfocito (Figura 12.7). Como controle positivo dessa tecnica, pode-se utilizar um 
ativador policlonal do linfocito T para a identificagao da capacidade maxima de citolise. 

O ensaio de citotoxicidade mediada por celula pode tambem ser empregado na avaliagao funcional das celulas NK. Nesse 
caso, mede-se a capacidade das celulas NK de matar celulas-alvo especfficas, como as celulas K562 (linhagem de celulas da 


eritroleucemia). A capacidade citotoxica da celula e avaliada da mesma maneira que a udlizada para os linfocitos T CD8+, por 
meio da liberagao do 51 Cr. 

Recentemente, foram desenvolvidas outras metodologias de quantificagao da atividade citotoxica de linfocitos que evitam 
o uso de ensaios radioativos. Uma dessas metodologias e um ensaio de fluorescencia no qual se utiliza um corante lipofilico 
fluorescente (como o PKH-26), que se associa a membrana celular da celula-alvo. Assim, e possfvel a distingao entre a celula- 
alvo e o linfocito efetor por citometria de fluxo. Apos uma curta incubagao com os linfocitos T CD8+ (3 a 4 h), e utilizada uma 
outra coloracao com anexina V-conjugada a fluorocromo e PI para permitir a discriminagao entre celulas vivas, em apoptose ou 
necroticas. A analise dos dados e feita por citometria de fluxo e expressa pela porcentagem de celulas positivas para o corante 
PKH-26 em estagios de apoptose ou necrose. A desvantagem dessa tecnica e que nao e possfvel visualizar diretamente a lise da 
celula-alvo. Alem disso, celulas lisadas precocemente na cultura nao podem ser detectadas. Ainda por citometria de fluxo e 
possfvel estudar a capacidade citotoxica de linfocitos T CD8+ ativados in vitro por meio da marcacao da expressao intracelular 
de granzima B e perforina. Esse ensaio tambem nao permite a visualizacao da lise da celula-alvo, apenas a capacidade de 
producao das moleculas efetoras apos estfmulo. 

Aplicagoes da citometria de fluxo em outras situagdes clmicas 


■ Infecgao pelo HIV 

Uma das aplicagoes clfnicas mais comuns da citometria de fluxo e a imunofenotipagem de linfocitos do sangue periferico de 
pacientes infectados pelo HIV, o agente causal da AIDS, que determina uma perda grave e progressiva da resposta imune. 

O receptor para o HIV e a molecula CD4, que funciona como correceptor dos linfocitos T auxiliares, mas tambem esta 
presente em menor densidade nos monocitos e em celulas dendriticas. O declfnio da razao de linfocitos CD4+/CD8+ e do 
numero absoluto de linfocitos CD4+ e detectavel durante todos os estagios da infecgao pelo HIV e e o melhor parametro para 
avaliagao da progressao da doenga. 

Alteragoes de outros leucocitos (populagoes) tambem sao encontradas na infecgao pelo HIV, por exemplo, a contagem 
absoluta de linfocitos T CD8+ pode estar elevada nos estagios iniciais da infecgao, bem como em outras infecgoes virais como 
aquelas causadas por citomegalovfrus e virus Epstein-Barr, entre outras. Esse resultado, em somatorio a redugao de linfocitos T 
CD4+, leva a uma inversao do coeficiente CD4+/CD8+. 

Os monocitos demonstram uma elevada expressao das moleculas HLA de classe II (HLA-DR) nos estagios iniciais da 
infecgao pelo HIV e um progressive declfnio de monocitos HLA-DR positivos com a progressao da doenga, o que tambem pode 
ser detectado por citometria de fluxo. 
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Figura 12.7 Ensaio de lise celular mediada por celulas citotoxicas (linfocitos T CD8+ e celulas NK). 


■ Doenga granulomatosa cronica 

A doenga granulomatosa cronica (DGC) e uma imunodeficiencia primaria decorrente de uma disfungao congenita da atividade 
de burst oxidativo de fagocitos (neutrofilos e macrofagos). A deficiencia de formar intermediaries reativos do oxigenio (ROS, 
reactive oxygen species) resulta na incapacidade de destruir os patogenos fagocitados, ocasionando sua persistencia e 
cronicidade da infecgao. 

Testes laboratoriais padrao falham no diagnostico de casos em que a atividade enzimatica e perdida apenas parcialmente 
pelos fagocitos (indivfduos heterozigotos). Recentemente, a citometria de fluxo permitiu estimar o coeficiente de fagocitos 
deficientes pelo metodo da di-hidrorrodamina 123 (DHR). Esse composto nao fluorescente passa pela membrana celular do 
fagocito e e degradado no interior da celula por ROS, transformando-o em rodamina 123 fluorescente. A fluorescencia 
observada nos fagocitos normais contrasta com a ausencia de aumento de fluorescencia na populagao deficiente, em uma 
proporgao aproximada de 50/50%. Esse metodo pode detectar populagoes deficientes, bem como avaliar o efeito da 
administragao de imunomoduladores usados no tratamento da doenga (p. ex., interferon-gama) sobre essas celulas. 


■ Oncologia 

O diagnostico tradicional e a caracterizagao de leucemias agudas e linfomas malignos e baseado em criterios morfologicos e 
citoquimicos. A disponibilidade de um grande numero de anticorpos monoclonais contra antigenos mieloides e linfoides, alem 
da introdugao da citometria de fluxo, tornou possfvel determinar a linhagem celular e o estagio de diferenciagao da celula 
maligna (maturidade) tanto em sangue periferico quanto em aspirado de medula ossea. O ensaio de citometria de fluxo para 
DNA, combinado com a analise de marcadores de superffcie celular, tem sido muito utilizado no diagnostico de leucemias 
agudas e linfomas com o intuito de detectar pequenas concentragoes de celulas malignas e obter o melhor prognostico adicional. 
Por exemplo, a leucemia linfocitica aguda juvenil, com genoma hipodiploide, esta associada com pior prognostico do que a 
mesma leucemia com genotipo hiperdiploide. 

No caso de tumores solidos, o diagnostico e baseado principalmente na inspegao microscopica do tecido ou amostra 
citologica. O diagnostico citologico e o estagio clinico e patologico da doenga fornecem importantes informagoes para a 
determinagao de um prognostico. Nos ultimos anos, a analise do conteudo nuclear e do ciclo celular proporcionou informagoes 
adicionais sobre o ambiente biologico de neoplasias solidas. O tecido humano normal em estagio nao proliferativo possui um 
conteudo nuclear constante (diploide, com 23 pares de cromossomos), porem, aberragoes cromossomicas e um conteudo 
anormal de DNA (aneuploide) sao muito comuns em celulas malignas. Para avaliagao do conteudo de DNA por citometria de 













fluxo, e essencial que as celulas estejam dispersas em uma suspensao homogenea. Amostras citologicas como aspirado ou 
celulas de fluidos biologicos sao, particularmente, adequadas ao metodo. Ja tumores solidos precisam ser desagregados 
enzimatica ou mecanicamente antes da analise celular. 

Aneuploidia (ou seja, numero maior ou menor do que 23 pares de cromossomos nas celulas) e o parametro utilizado para 
se determinar malignidade celular. O grau de aneuploidia e obtido por meio do indice de DNA, relativo ao conteudo de DNA da 
celula tumoral na fase G0/G1, em relagao ao conteudo de DNA das celulas normals na mesma fase. A sensibilidade da 
citometria de fluxo para deteccao da aneuploidia e ao redor de 1% de difcrenca. A porcentagem de celulas na fase de sintese 
(fase S) fornece informagoes sobre o estado proliferativo da celula tumoral (crescimento e malignidade). 
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Capitulo 13 

Detecgao de Antigenos e Haptenos 


Andre Rinaldi Fukushima, Adelaide J. Vaze Marta Ferreira Bastos 


Introducao 

Os imunoensaios podem ser aplicados para a identificagao e, as vezes, quantificagao, de antigenos e anticorpos. O 
imunodiagnostico utilizando a pesquisa de anticorpos e bastante utilizado e mostra excelente eficiencia no estudo de inumeras 
infeccoes e afeccoes humanas. 

A produgao de grande quantidade de anticorpos frente a entrada de substancias reconhecidas como estranhas pelo 
organismo e normalmente observada na resposta imune humana e animal. Desse modo, uma vez que os antigenos envolvidos 
nessa resposta sejam reconhecidos, bem como esteja bem estabelecida a cinetica dessa resposta ao longo do tempo nas 
diferentes fases (aguda, cronica e cura), podem ser implementados testes que consigam detectar anticorpos, inclusive 
identificando classe e subclasse da imunoglobulina produzida e mensurando a avidez dessa resposta. 

Outra opgao dos imunoensaios e a pesquisa de antigenos, entendidos como moleculas e haptenos. Como potencialmente 
qualquer substancia pode ser transformada em um imunogeno, podem ser obtidos anticorpos especificos para essa substancia. 
Com esses anticorpos. podem ser padronizados testes para identificar e quantificar essa substancia em diferentes tipos de 
amostras. 

A detecgao de moleculas utilizando imunoensaios aplica-se a identificagao e a quantificagao de antigenos em processos 
infecciosos, a identificagao de moleculas em membranas celulares, atualmente denominada de imunofenotipagem, e a 
identificagao e quantificagao de haptenos (drogas e farmacos) circulantes no organismo. 

No laboratorio clinico, e muito comum a identificagao de antigenos eritrocitarios na area de imuno-hematologia, aplicados 
em estudos de heranga genetica e compatibilidade sanguinea, como em transfusoes e em gestantes, especialmente as multiparas. 
No Capitulo 27 e abordado o conteudo da area de imuno-hematologia e, no Capitulo 26, a aplicagao de imunoensaios em 
estudos de histocompatibilidade em transplantes. 

Uma ultima e mais recente aplicagao dos metodos de detecgao e quantificagao de moleculas e a determinagao de farmacos 
e drogas circulantes, uteis em estudos de biodisponibilidade, acompanhamento de niveis terapeuticos e/ou toxicos e na 
toxicologia forense, identificando drogas ilicitas e seus catabolitos em diversos especimes biologicos. 

Detecgao e quantificagao de antigenos 


■ Antigenos em processos infecciosos 

A pesquisa de antigenos infecciosos ainda permanece como area de investigagao continua, ja que a identificagao de patogenos, 
ou de seus produtos, circulantes ou em tecidos, pode fornecer o diagnostico direto de um processo infeccioso. 

O padrao ouro para detectar agentes infecciosos, principalmente bacterias e fungos, ainda e a cultura microbiologica. No 
entanto, esses metodos podem ser mais demorados devido ao tempo de crescimento inerente a cada microrganismo. 
Consequentemente, detectar antigenos circulantes e teoricamente mais precoce que anticorpos e pode entao, reduzir o tempo da 
janela imunologica. Tambem pode acrescentar informagoes acerca dos mecanismos imunopatogenicos das varias relagoes 
parasita-hospedeiro. 

Contudo, algumas dificuldades ainda se apresentam para essa detecgao de antigenos, principalmente devido a limitada 





quantidade de antfgenos circulantes, e que podem se mostrar modificados ou alterados, sendo por vezes desconhecida sua 
conformagao natural, o que impossibilita obter anticorpos adequados para essa pesquisa. Nessas tecnicas, e possfvel utilizar 
anticorpos monoclonais ou policlonais especfficos (ver Capftulo 2). 

As principals metodologias para detectar antfgenos infecciosos seriam as metodologias de imunoprecipitagao e aglutinagao 
(ver Capftulos 5 e 6, respectivamente), que apresentam a vantagem de ser rapidas e com baixo custo, porem com a desvantagem 
de serem pouco sensfveis e poderem propiciar a ocorrencia de falso-negativos. 

Uma alternativa para solucionar esse problema seria a utilizagao de anticorpos conjugados com radioisotopos ou enzimas, 
definidos como radioimunoensaio (RIE) e os ensaios imunoenzimaticos, ja discutidos no Capftulo 7. O RIE apresenta a 
vantagem de ter alta sensibilidade, porem como tudo que envolve metodos radioativos, a desvantagem e o risco inerente a 
radiagao e o alto custo dos metodos que envolvem a biosseguranga para realizar os procedimentos. Essas desvantagens levaram 
a ampla utilizagao dos metodos imunoenzimaticos, que apresentam alta sensibilidade e baixo risco operacional. 

Entre os ensaios imunoenzimaticos, o enzyme-linked immunoassay (ELISA) ainda e um dos metodos mais utilizados para 
determinar a presenga e/ou a quantificagao de antfgenos em amostras soluveis. No caso do ELISA para detectar antfgenos, o 
metodo mais utilizado e o sandufche. Para essa abordagem, um anticorpo policlonal ou monoclonal especffico para o antfgeno 
deve ser imobilizado na placa de poliestireno durante a etapa de sensibilizagao. Apos o bloqueio dos sftios livres (ver Capftulo 
7), a amostra fluida (soro, liquor, macerado de tecido, entre outras) deve ser adicionada aos pogos da placa. Apos tempo de 
incubagao previamente padronizado, sera adicionada uma nova solugao de anticorpos especfficos, que pode ser a mesma 
mistura, se for de anticorpos policlonais. Mas caso sejam utilizados anticorpos monoclonais, deve-se lembrar que eles deverao 
ser especfficos para outro epftopo presente no antfgeno a ser detectado. Essa segunda camada de anticorpo pode ser conjugada a 
enzima, ou a uma molecula amplificadora de sinal, como a biotina. Assim, a proxima etapa da reagao podera ser a adigao do 
substrato associado ao cromogeno em tampao adequado, ou podera ainda ser a incubagao com estreptavidina/avidina, que 
apresenta alta afinidade pela biotina, associada a enzima (peroxidase e fosfatase alcalina sao as mais utilizadas), seguida da 
adigao do substrato com cromogeno. Embora essa etapa adicional aumente o tempo de realizagao do ELISA, e importante por 
amplificar o sinal da reagao imunoenzimatica, aumentando assim a sensibilidade do ensaio. 

Alem do ELISA, os antfgenos podem ser detectados em amostras de tecido biopsiado, via metodologia de imuno- 
histoqufmica, um metodo essencialmente qualitative que tem como objetivo a localizagao do antfgeno na celula ou no tecido, 
associada a preservagao da estrutura tecidual. As etapas envolvidas na imuno-histoqufmica sao semelhantes as dos ELISA. 

Inicialmente, uma biopsia tecidual devera ser removida e fixada em formol a 10% durante curto perfodo de tempo, 
aproximadamente 8 a 12 h, para nao afetar a integridade dos epftopos. Subsequentemente, a amostra tecidual devera ser 
desidratada em gradiente crescente de solugao de etanol para dar infeio ao prepare histologico, com a diafanizagao que devera 
ser realizada por incubagao em xilol, seguida imediatamente pela infiltragao com parafina e posterior emblocamento em 
parafina para realizar as seegoes histologicas em microtomo. Uma alternativa a utilizagao da parafina seria o prepare para 
criopreservagao dos tecidos e posterior realizagao de cortes congelados em criostato. Alguns estudos tem relatado que a nao 
utilizagao da parafina permite uma melhor conservagao dos epftopos para analises imuno-histoqufmicas. 

E necessario ressaltar que as seegoes histologicas devem ser coletadas em laminas de vidro previamente preparadas com 
solugoes adesivas como silanio, gelatina, entre outras. Outro ponto importante e a espessura do corte, que deve ser de 
aproximadamente 4 pm, favorecendo a imunolocalizagao dos epftopos. 

Apos a colocagao da seegao histologica nas laminas apropriadas, o tecido sofrera o processo de desparafinizagao em xilol 
(para as amostras processadas em parafina), seguida de reidratagao do tecido em gradiente decrescente de solugoes de etanol. 
Diversas vezes existe a necessidade do desmascaramento antigenico, procedimento que visa a recuperagao do sftio antigenico 
por aplicagao de temperatura e pH adequados para cada tipo de epftopo. Diferentes metodologias podem ser utilizadas, como 
uso de micro-ondas, panelas de pressao e autoclaves. Posteriormente a esse longo prepare da amostra, inicia-se a eliminagao da 
atividade de peroxidase endogena, existente em todas as celulas e tecidos, e que poderia interferir no resultado da analise, uma 
vez que a enzima mais utilizada nesse teste e a peroxidase. Na maioria das vezes, a eliminagao da atividade de peroxidase 
endogena e feita por incubagao com solugao de peroxido de hidrogenio durante 5 a 10 min em temperatura ambiente e posterior 
lavagem. As lavagens, que assim como em outros metodos tem por objetivo remover intcragoes fracas, geralmente sao 
realizadas com solugoes tampao como o tris ou fosfato tamponado com cloreto de sodio, pH 7,4. 

Em uma fase seguinte, ocorre a eliminagao das interagoes inespecfficas, bloqueando os sftios livres de anticorpos com 
solugao de albumina (utilizada na maioria dos casos), seguida pela incubagao com anticorpo primario e/ou especffico, que 
interage com o antfgeno que se deseja detectar. Essas incubacoes podem acontecer a temperatura ambiente ou a 4°C, em 
perfodos de tempo previamente padronizados. 



Apos incubagao com anticorpo primario e lavagem, pode ser realizada a incubagao com o anticorpo secundario, que deve 
ser especifico para o anticorpo primario. Nesse momento e bastante importante o conhecimento sobre o isotipo de 
imunoglobulina utilizado, normalmente IgG, e a especie na qual o anticorpo primario foi produzido. Por exemplo, se o 
anticorpo primario foi uma IgG de camundongo, o secundario devera ser um anticorpo anti-IgG de camundongo marcado com a 
enzima (peroxidase) ou com biotina, para funcionar como um amplificador de sinal, exatamente como explicado anteriormente 
para o ELISA. A proxima etapa da tecnica de imuno-histoquimica e a incubagao com o conjugado, que seria a avidina ou a 
estreptavidina conjugada a enzima, seguida pela lavagem e subsequente adigao do substrata associado ao cromogeno. No caso 
da imuno-histoqulmica, o substrato mais utilizado ainda e a diaminobenzidina (DAB), um composto cancerfgeno que deve ser 
manipulado seguindo todos os padroes de biosseguranga e e o responsavel pelo desenvolvimento de uma coloragao castanho- 
amarronzada no local onde o antigeno foi detectado (Figura 13.1). Apos lavagem para remogao dos resfduos nao ligados, a 
lamina pode ser contracorada com hematoxilina para marcagao dos nucleos celulares. Assim, a imuno-histoqulmica e uma 
metodologia longa, manual e realizada/padronizada por pessoas que precisam ter conhecimento basico sobre o antigeno e os 
anticorpos e cuidado para realizar o procedimento. Os resultados da imuno-histoqulmica podem ser visualizados em 
microscopio optico convencional, conforme ilustrado para detectar antigenos virais em musculo e bursa de Fabricius na Figura 
13.1 A e B. A marcagao do conjugado com fluorescentes em vez de enzima e um metodo alternativo denominado 
imunofluorescencia e que permitiria a visualizagao do antigeno em microscopio de fluorescencia. E uma metodologia mais 
sensivel que a imuno-histoquimica convencional, conforme ilustrado na Figura 13.1 C, no entanto necessita de modulo de 
fluorescencia no microscopio, o que aumenta o custo do teste. 

Alem do ELISA e da imuno-histoquimica, metodos de immunoblotting tambem sao metodos qualitativos indicados para 
detectar antigenos infecciosos. Nesse tipo de abordagem, as amostras fluidas deverao ser colocadas sobre uma membrana de 
nitrocelulose, e as demais etapas de lavagem, bloqueio e incubagao com anticorpos primarios, secundarios, conjugado e 
substrato seguem o mesmo padrao ja relatado para a imuno-histoquimica. A visualizagao da coloragao na membrana indicara a 
positividade para o antigeno. 




Figura 13.1 A a D. Analise imuno-histoqufmica da regiao muscular e da bursa de Fabricius em aves. 

O Western blotting e um tipo de immunoblotting mais elaborado porque permite visualizar o peso molecular dos epitopos 
identificados e, portanto, mais utilizado em laboratories de pesquisa. Nessa metodologia, a amostra seria inicialmente separada 
por uma eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) utilizando um desnaturante dodecil sulfato de sodio (SDS) para 
separacao das diversas protemas presentes na amostra de acordo com seu peso molecular (SDS-PAGE). Subsequentemente, as 
proteinas separadas seriam transportadas para a membrana de nitrocelulose utilizando sistemas de transferencias por 
capilaridade. A membrana contendo as proteinas separadas pela eletroforese sera posteriormente bloqueada, lavada e incubada 
com anticorpos, conjugado e cromogeno conforme discutido no paragrafo anterior. 

■ Antigenos celulares 

Sao aqueles presentes na superficie das celulas e que por metodologias simples ou mais modernas passaram a ser identificados e 
utilizados no diagnostico de diferentes tipos celulares, importantes para aval i agao do numero de celulas, por exemplo, as celulas 
T CD4+ em individuos HIV positivos, ou na imunofenotipagem para caracterizagoes hematologicas, de celulas tumorais, entre 
outras, assim como no acompanhamento de terapias antitumorais. 

Um dos antigenos celulares mais conhecidos e determinados sao os antigenos eritrocitarios, que estao presentes na 
superficie das hemacias humanas e sao constituidos de acucares ou protemas associadas a matriz proteica da membrana 
eritrocitaria. Essas moleculas foram denominadas de antigenos, pois induzem a producao de anticorpos quando inoculadas ou 
injetadas por via parenteral ou por passagem de hemacias fetais para a circulagao da gestante ou parturiente, desde que sejam 
diferentes (estranhas) das moleculas presentes nas hemacias do receptor. Essa caracteristica torna a determinagao desses 
antigenos importante nas areas de transfusao sanguinea, transplantes e compatibilidade maternofetal, alem de estudos 


antropologicos. No Capftulo 27 sao apresentados os aspectos laboratoriais da identificacao de moleculas eritrocitarias. 

Atualmente, estudos mostram que as celulas 1 do nosso organismo possuem um ou mais tipos de protefnas de superffcie 
denominadas grupamentos de diferenciagao (CD, clusters of differentiation). A utilizagao de anticorpos monoclonais 
especfficos para esses CD permite a identificagao (imunofenotipagem) e a quantificagao de determinado grupo de celulas em 
amostras. A metodologia mais utilizada para essa finalidade e a citometria de fluxo, uma tecnica empregada para classificar e 
contar partfculas microscopicas suspensas em um fluxo em meio lfquido. Inicialmente, a suspensao de celulas e incubada com 
anticorpos monoclonais especfficos para o marcador de interesse conjugado a fluorescentes. Em um segundo momento, e 
utilizado o equipamento, denominado citometro de fluxo. Nele, as celulas ou partfculas de uma suspensao previamente 
preparada sao aspiradas e forcadas a passar por uma camara chamada celula de fluxo, que tem por fungao alinhar e centralizar 
as celulas em um fluxo continuo de liquido de modo que uma unica celula seja interceptada pelo laser. Um feixe de laser em 
diregao ao fluxo da suspensao celular e aplicado, assim cada partfcula atingida por esse feixe de luz promovera uma dispersao 
que pode ser captada por detectores. Alem disso, outros feixes de luz serao disparados para estimular os corantes qufmicos 
fluorescentes ligados a anticorpos monoclonais especificamente utilizados para identificagao dos CD de interesse. Esse segundo 
feixe de luz excitaria os corantes fluorescentes emitindo luz de menor frequencia que tambem seria capturada pelos detectores. 
Desse modo, os dados sao plotados em unica dimensao para produgao do histograma ou ponto bidimensional em parcelas, cujos 
produtos podem ser sequencialmente separados via intensidade de fluorescencia em protocolos especfficos para diagnostico 
clinico em hematologia. Os dados obtidos no citometro podem ser analisados em softwares especfficos. 

Moleculas do complexo principal de histocompatiblidade 

As moleculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex ) foram identificadas 
inicialmente como responsaveis por rejeigao a transplantes e por algumas re agues pos-transfusionais com sangue total (contendo 
tambem leucocitos). Os estudos em camundongos confirmaram que essas moleculas sao codificadas por um complexo genico 
altamente polimorfico (ver Capftulo 12 e Capftulo 27). 

Como os anticorpos de soros de indivfduos que haviam rejeitado transplantes reconheciam essas moleculas em leucocitos 
de sangue do doador, elas foram chamadas de antfgeno leucocitario humano (HLA, human leukocyte antigen, nomenclatura 
ainda nos dias atuais). No entanto, a denominagao antfgeno se mostra inadequada, pois sao moleculas cuja fungao biologica nao 
e induzir resposta imune, a qual acontece apenas no processo de transplantes de tecidos e orgaos para receptores nao 
compatfveis com essas moleculas. Alem disso, elas estao presentes, ou melhor, sao expressas em maior ou menor quantidade 
em todas as celulas nucleadas, e nao apenas em leucocitos. 0 papel biologico do HLA na resposta imune e abordado nos 
Capftulos 12 e 27. Hoje, indica-se que a nomenclatura mais adequada deva ser moleculas do MHC, ou seja, moleculas do 
complexo genico de histocompatibilidade. 

A descoberta dessas moleculas abriu duas areas de importante investigagao e aplicagao medica, a de transplantes, 
aumentando a possibilidade de escolha de melhor compatibilidade, e, com isso, a sobrevida dos pacientes receptores pode 
aumentar. A segunda linha de investigagao, importante por acrescentar infcrmagoes cientfficas relevantes, foi o estudo do papel 
biologico dessas moleculas na resposta imune, particularmente na apresentagao de antfgenos. 

As moleculas do MHC de classe I sao glicoprotefnas expressas na membrana da maioria das celulas nucleadas dos 
vertebrados. A estrutura e composta de uma cadeia a de cerca de 45 kDa, com tres domfnios globulares, al, a2 e a3, de cerca de 
90 aminoacidos cada um, e uma porgao transmembrana curta com o terminal carboxi- de localizagao intracitoplasmatica. 
Associada a essa cadeia a ha uma molecula constante p2-microglobulina de cerca de 12 kDa, cuja fungao parece ser a de manter 
a estrutura da cadeia a, esta, sim, altamente polimorfica. As regides al e a2 formam a fenda ligadora de peptfdios e a porgao a3 
interage com a molecula CD8 expressa em linfocitos T CD8+ (LT citotoxicos). Nos seres humanos, existem tres loci no brago 
curto do cromossomo 6 que codificam as moleculas MHC classe I e sao chamados HLA-A, HLA-B e HLA-C, todos com 
elevado grau de polimorfismo. 

Como as moleculas do MHC de classe I sao responsaveis pela apresentagao de peptfdios antigenicos aos linfocitos T 
citotoxicos, elas podem ser expressas por todas as celulas nucleadas, permitindo assim que todas as celulas do organismo 
possam apresentar antfgenos endogenos, incluindo entao os estranhos, por exemplo, em celulas tumorais e infectadas por virus 
ou outros patogenos intracelulares. 

As moleculas do MHC classe II sao tambem glicoprotefnas, mas de expressao restrita a linfocitos T CD4+ ativados, 
linfocitos B e celulas profissionais apresentadoras de antfgeno (macrofagos, celulas de Langerhans, dendrfticas e do epitelio 
tfmico). Desse modo, sua fungao e a de processamento e apresentagao de antfgenos exogenos (fagocitados e digeridos com 
auxflio das enzimas lisossomais) aos linfocitos T CD4+ (LT helper ou auxiliador) desencadeando toda a complexidade da 



resposta imune humoral e celular. 

A composigao das moleculas de classe II e heterodimerica, com duas cadeias, a e (5, ambas com porgao carboxiterminal 
transmembrana e duas porcoes globulares, al e a2, (51 e (32. Os dommios al e (31 sao mais polimorficos e responsaveis pela 
formagao espacial da fenda ligadora dos pepfdios apresentados. As regioes a2 e (32 interagem com a molecula CD4+ 
aumentando a adesao entre os linfocitos T CD4+ e a celula apresentadora de antfgeno, colaborando na sinalizagao da ativagao 
ou desativagao da celula T. 

Como se ve, o mecanismo de reconhecimento de antfgenos pelos receptores de celulas T (TCR) e de restrigao alogenica, 
pois depende da formagao do complexo peptfdio-molecula MHC. Essa restrigao alogenica pode ajudar a explicar a 
predisposigao genetica para doengas autoimunes, associada com moleculas MHC, bem como a tolerancia ou nao resposta para 
determinados antfgenos de agentes infecciosos determinando suscetibilidade e resistencia individuals. 

Atualmente, as metodologias mais utilizadas para identificagao das moleculas do MHC podem ser baseadas em Biologia 
Molecular, como a reagao em cadeia da pobmerase (PCR) associada ao sequenciamento de DNA, ou em imunodiagnostico, 
como a tecnologia de analises de perfil de multiplas amostras (xMAP), tambem chamadas de analises multiplex. Essas analises 
possuem a finalidade de estudos familiares e de compatibilidade para selegao de doadores e receptores em transplantes. 

As analises moleculares para identificagao do HLA sao baseadas inicialmente na amplificagao de trechos do DNA em que 
se encontram os loci genicos que determinam o HLA por PCR e com posterior sequenciamento pelo metodo de Sanger, que e 
considerado o padrao ouro para sequenciamento. Nessa metodologia, regioes amplificadas do locus genico do HLA tipos I e II 
sao sequenciadas utilizando os didesoxirribonucleotfdios (ddNTP) marcados com fluorescentes diferenciados para os 
nucleotfdios compostos por guanina, citosina, adenina e timina, que apresentam a fungao de bloquear a sfntese de novos 
fragmentos de DNA. Esses ddNTP sao misturados em proporgoes adequadas aos desoxirribonucleotfdios normals dNTP. 
Durante a PCR, todas as possibilidades de fragmentos sao geradas e uma eletroforese que acontece dentro do proprio 
sequenciador organiza os fragmentos de acordo com o tamanho que foi determinado pela posigao de entrada dos ddNTP. A 
identificagao da sequencia de nucleotfdios e realizada pela leitura do fluorescente associada ao ddNTP que entrou em cada uma 
das posigoes dos fragmentos gerados. Essa leitura e feita por um laser dentro do sequenciador de DNA, acoplado a um software 
especffico. Novas plataformas de sequenciamento, denominadas sequenciamento de nova geragao (NGS, next generation 
sequencing), estao sendo implementadas para as analises de loci genicos associados ao HLA e deverao ser brevemente 
validadas, uma vez que sao metodologias mais baratas, rapidas e com alta resolugao. 

As analises xMAP tambem tem sido utilizadas para tipificagao do HLA, pois permitem a identificagao simultanea de 
diferentes tipos de moleculas-alvo. A metodologia foi desenvolvida utilizando os princfpios da citometria de fluxo, portanto, o 
equipamento especffico para realizagao das analises multiplex tambem possui fluxo, sistema de emissao de feixes de luz e 
detectores. Sao utilizadas microesferas de poliestireno revestidas com anticorpos especfficos para cada tipo de MHC tipo I e II, 
revestidas com corantes fluorescentes (com mais de 500 cores distintas), que permitem a identificagao individual das diferentes 
moleculas de MHC. As microesferas associadas aos antfgenos de interesse sao hibridizadas com biotina e subsequentemente 
adiciona-se o conjugado de estreptavidina-ficoeritrina, que emite fluorescencia apenas quando a molecula-alvo estiver ligada a 
microesfera. A leitura e feita no equipamento Luminex® (Luminex® Molecular Diagnosis), que detecta individualmente a 
interagao molecular ocorrida na superffcie da microesfera. A tecnologia xMAP possui uma serie de vantagens sobre os 
screenings com anticorpos anti-HLA associados ao complemento, a citometria de fluxo e o ELISA, como a rapidez, a 
flexibilidade, a sensibilidade e a reprodutibilidade das analises. 

■ Imunotoxicologia 

O estudo da vulnerabilidade do sistema imunologico e os efeitos adversos apos a exposigao a xenobioticos culminou nos 
estudos da imunotoxicologia. Posteriormente, foram padronizados testes de imunotoxicologia, bem como foram estabelecidas 
diretrizes regulatorias para toxicidade. 

Os efeitos imunotoxicologicos podem resultar em imunossupressao, imunoestimulagao, hipersensibilidade e 
autoimunidade. Devido a elevada complexidade do sistema imunologico, todos esses mecanismos podem ser afetados e alterar 
componentes do sistema imunologico. 

Considerando a fungao de manutengao da saude, o sistema imunologico deve atuar na integridade de sua competencia 
durante toda a vida do indivfduo, contudo, as interagoes dos varios componentes celulares e humorais do sistema imune com 
xenobioticos (farmacos, contaminantes ambientais e substancias qufmicas) podem induzir alteragoes que comprometam a 
imunocompetencia. 

A imunotoxicologia e a area de estudo das disfungoes causadas ao sistema imunologico como consequencia de exposigao 


ocupacional, acidental ou terapeutica a substancias de origem quimica, biologica ou fisica, presentes no meio ambiente, 
abrangendo tanto o efeito supressivo (imunodeficiencias) quanto a exacerbagao da resposta imunologica, como alergia 
(hipersensibilidade) ou predisposigao a autoimunidade por neoantfgenos formados. Portanto, muitos agentes podem gerar 
efeitos imunotoxicos levando a disfungao do sistema imunologico, o que pode contribuir para gerar doengas cronicas. 

Muitas metodologias e ensaios sao comumente usados para avaliar a imunotoxicidade dos xenobioticos, principalmente 
imunoensaios baseados in vivo', ja os ensaios in vitro apresentam maior participagao na determinagao de efeitos imunotoxicos e 
tambem auxiliam na elucidagao de mecanismos de toxicidade de diversos xenobioticos. 

A dificuldade da imunotoxicologia consiste em como avaliar esses efeitos ou o potencial risco dessas exposicoes. de modo 
a prevenir efeitos toxicos, mas nao impedir o desenvolvimento de novos materiais que, muitas vezes, tambem trazem beneficios 
socioeconomicos, sendo alguns usados com finalidades terapeuticas, como proteses, medicamentos e vacinas. 

De toda forma, varios experimentos em animais e modelos de cultivo celular in vitro tem servido de base para estabelecer a 
imunotoxicidade de varios xenobioticos, antecipando informagoes que, na especie humana, podem levar varios anos e 
dificultariam a precisao do vinculo entre xenobiotico e efeito observado. No entanto, dados experimentais nem sempre podem 
ser inferidos para a especie humana, bem como diferengas metabolicas nao podem ser excluidas nos estudos comparativos entre 
celulas normais e tumorais, ou entre especies diferentes de microrganismos. 

Mais recentemente, inumeras agendas reguladoras comegaram a incorporar testes de imunotoxicologia em suas diretrizes. 
Atualmente, sao adotadas seis diretrizes regulatorias que orientam a utilizagao de alguns testes. 

Curiosamente, alguns xenobioticos mostram efeitos importantes para as fungoes celulares e podem ser considerados 
imunomoduladores essenciais para as fungoes imunologicas, como ferro, zinco, cobre, selenio e manganes. 

Parte do conhecimento da area de imunotoxicologia e obtida a partir de experimentos em animais de laboratorio, e varias 
conclusoes ainda devem ser validadas em estudos epidemiologicos retrospectivos, experimentais ou translacionais, ex vivo em 
celulas e tecidos humanos. Duas das areas da toxicologia ja tem aplicagao rotineira em laboratories clinicos: o monitoramento 
terapeutico e a pesquisa de drogas de uso abusivo em amostras biologicas. 

Alguns farmacos possuem toxicidade elevada em concentragoes plasmaticas proximas da concentragao terapeutica, 
apresentando uma estreita margem de seguranga (Figura 13.2). O monitoramento terapeutico auxilia o estabelecimento da 
dosagem adequada individualmente para o paciente. 

A outra abordagem de interesse e aquela do uso de drogas ilicitas, principalmente quando ocorrem as superdosagens 
acidentais. A intervengao medica requer conhecimento da classe da droga usada, ja que ha farmacos antagonistas (antidotos) 
para algumas. Sabendo qual a droga envolvida, a intervengao terapeutica pode ser mais especifica e eficiente. Para padronizar 
conceitos, consideram-se as seguintes definigoes: 
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Figura 13.2 A margem de seguranga de urn farmaco pode ser expressa pelo intervalo de dose compreendida entre a DE 50 e a DL 50 . 





• Farmaco: toda substancia de estrutura qufmica definida (princfpio ativo) utilizada para modificar ou explorar sistema 
fisiologico ou estados patologicos, para o beneffcio do organismo receptor 

• Droga: toda substancia ou associagao de substancias capaz de modificar sistema fisiologico ou estado patologico, utilizada com 
ou sem intengao de beneffcio do organismo receptor. Inclui substancias toxicas maleficas ao organismo que nao devem ser 
chamadas de farmacos. 

Como se ve, o farmaco pode ser chamado de droga, porem as drogas ilfcitas nao devem ser consideradas farmacos. Por 
outro lado, alguns farmacos com finalidade terapeutica sao usados inadequadamente por dependentes qufmicos e acabam sendo 
alcunhadas como drogas de uso abusivo. 

Protocolos recomendados pela OECD e indicados para testes imunotoxicologicos 

A seguir, estao listados de maneira resumida alguns testes preconizados pela Organ izacao para Cooperagao e Desenvolvimento 
Economico (OECD). 

■ Avaliagao do peso relativo de timo e bago e celularidade de bago. Ao final do perfodo de experimentagao, sao 
coletados imediatamente o timo e o baco. E realizada a pesagem desses orgaos; posteriormente, o baco e divulsionado em um 
homogeneizador e por fim e realizada a contagem celular. 

■ Avaliagao global de celulas da medula ossea. Apos a obtengao das celulas da medula ossea, a suspensao celular e 
homogeneizada, centrifugada e ressuspensa para a contagem de sua celularidade. Procede-se a viabilidade e a contagem global 
das celulas nucleadas utilizando-se o corante azul de trypan. O criterio de aceitacao e de no mfnimo 95% de viabilidade das 
celulas. 

■ Fenotipagem de linfocitos T e B do bago. Esse tipo de ensaio tem o objetivo de determinar e caracterizar as 
subpopulagoes de linfocitos. A tecnica mais utilizada e a citometria de fluxo. 

■ Morfometria do timo e do bago. A partir de fragmentos teciduais do timo e do baco previamente fixados em formol, eles 
sao processados e corados utilizando a tecnica por hematoxilina e eosina para avaliagao da morfometria. A partir da util izacao 
de microscopia e softwares de reconhecimento de area, e estabelecida a razao entre as areas da regiao cortical e medular, no 
caso do timo (C/M), calculadas pela formula C/M = area total do cortex/area total da medula. Entre resides de polpa vermelha e 
polpa branca no caso do bago (PV/PB), os calculos sao feitos segundo a formula PV/PB = area total da polpa vermelha/area 
total da polpa branca. 

Avaliagao de atividade de neutrofilos circulantes e de macrofagos peritoneais com 
a tecnica de burst oxidativo e fagocitose 

■ Elicitagao de macrofagos peritoneais. Esse metodo e utilizado para recrutar macrofagos para a cavidade abdominal, 
para o qual e usada uma solugao de tioglicolato injetada diretamente por via intraperitoneal no animal. O tioglicolato permite a 
migragao dos macrofagos para a regiao peritoneal para sua posterior coleta. 

■ Coleta de macrofagos peritoneais elicitados pelo tioglicolato. Apos 5 dias da injegao de tioglicolato, injeta-se uma 
solugao de tampao fosfato-salino (PBS, phosphate buffered saline ) gelada no abdome dos animais, realiza-se uma massagem 
nessa regiao e, posteriormente, faz-se a coleta da suspensao de celulas puncionando a cavidade peritoneal. A quantificagao 
dessas celulas ocorre normalmente, por contagem em camara de Neubauer. Essa padronizagao e importante para a atividade 
fagocftica de macrofagos peritoneais e a resposta ao “burst” oxidativo. 

■ Coleta de neutrofilos circulantes. Normalmente os neutrofilos utilizados sao os circulantes na corrente sangufnea. A 
coleta ocorre por pungao venosa direta utilizando tubo heparinizado. 

Reagao de hipersensibilidade do tipo IV e avaliagao dos niveis sericos de anticorpos 
especificos 

Para a realizagao desse ensaio, e necessario um passo de sensibilizagao, a qual se utiliza uma solugao de keyhole limpet 
hemocianine (KLH) emulsionada em adjuvante incompleto de Freund (KLH-I), que sera injetada subcutaneamente na regiao da 
cauda do animal. Sete dias apos a ultima sensibilizagao, mede-se o volume do coxim plantar da pata esquerda determinado por 
meio de pletismografo, sendo esta a primeira medida plantar. 

Ainda neste dia, e preparado o heat-aggregated KHL (ha-KLH) injetando a solugao por via intradermica no coxim plantar 
da pata esquerda do animal. Apos 24 h, o edema e medido novamente por meio do volume plantar com o pletismografo. A 
avaliagao da reagao de hipersensibilidade do tipo IV (DTH, delayed-type hipersensitivity) e expressa a partir da diferenga entre 


o valor obtido na mensuragao do coxim plantar da pata apos 24 h e aquele valor da mensuragao antes do inoculo (a primeira 
medida). Ainda sao mensurados os niveis sericos de anticorpos anti-KLH do isotipo M (IgM) e do isotipo G (IgG) pela tecnica 
ELISA. 

Avaliagao das citocinas sericas 

Para a mensuragao das citocinas sericas, uma das tecnicas usuais e o ELISA. As citocinas IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a e INF-v sao 
as recomendadas para esse ensaio, os soros utilizados sao de animais imunizados com KLH e nao imunizados. 

■ Imunoensaios aplicados na determinagao de drogas circulantes 

A quantificagao de determinada droga circulante e feita por tecnicas imunoqmmicas e cromatograficas. 

Dentre as tecnicas analiticas cromatograficas destacam-se cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC, high- 
performance liquid chromatography) e cromatografia gasosa, ambas podendo ser acopladas ao detector de espectrometria de 
massa (GC/LC-MS). Essas tecnicas requerem equipamentos sofisticados e ainda sao de elevado custo, especializadas e nem 
sempre disponiveis, mas fornecem resultados com elevada acuracia e sao usadas para estabelecer as concentragoes de padroes 
primarios e secundarios empregados nos imunoensaios. O custo elevado das tecnicas analiticas, bem como a nao 
disponibilidade para aplicagao rapida em grande numero de amostras, faz com que os imunoensaios sejam aplicados na etapa de 
triagem. 

Os testes imunologicos quantitativos podem substituir as tecnicas cromatograficas na etapa de triagem, especialmente para 
monitoramento terapeutico, quando os resultados devem estar disponiveis em poucas horas, antes da decisao de dosagem para a 
proxima administragao. 

Sao utilizados imunoensaios homogeneos nos ensaios enzyme-multiplied immunoassay technique (EMIT) e fluorescencia 
polarizada (FPIA) (ver Capitulos 7 e 8), especialmente desenvolvidos para quantificar moleculas pequenas, como as drogas 
(haptenos) em matrizes biologicas como sangue, soro, plasma, urina etc. A padroni zagao desses metodos requer detalhado 
conhecimento da farmacocinetica, incluindo absorcao, distribuigao e ligagao a proteinas e celulas, metabolismo e excregao. 
Esses ensaios detectam ate nanomoles da substancia com elevada exatidao, permitindo acompanhar as variagoes ao longo do 
tempo, ajudando tambem o estudo farmacocinetico de novos farmacos. 

Ensaios imunocromatograficos rapidos tambem sao de grande utilidade e, embora apenas qualitativos, podem distinguir em 
uma linica fase solida varias drogas em geral empregadas, principalmente as de uso abusivo. 

■ Principals imunoensaios aplicados na determinagao de drogas (haptenos) 

Como as drogas sao moleculas muito pequenas, elas funcionam como haptenos, ou seja, sao imunogenos apenas quando ligados 
a proteinas, mas interagem adequadamente com os anticorpos (antigenicidade). 

Essa caracterfstica dificulta a obtengao dos anticorpos necessarios para os testes. Para isso, os haptenos (drogas) sao 
acoplados a proteinas e depois selecionam-se os anticorpos que interagem com a droga, mas nao com a proteina acoplada. 
Nesse sentido, o ideal e a obtengao de anticorpos monoclonais a partir de hibridomas imortais (ver Capitulo 2). Alguns dos 
testes mais usados sao (ver Capitulo 7): 

Enzyme-multiplied immunoassay technique 

A EMIT e uma tecnica rapida por metodo homogeneo, ou seja, apenas uma etapa de incubagao sem separagao de fase (suporte 
ou fase solida) nem necessidade de lavagens. E particularmente util para moleculas pequenas, justamente o caso das drogas em 
geral. 

Concentragoes conhecidas do hapteno conjugado com uma enzima (p. ex., glicose-6-fosfato desidrogenase) sao incubadas 
com a amostra do paciente e com anticorpos especificos anti-hapteno. Se os anticorpos se ligam ao hapteno (droga ou farmaco) 
da amostra, nao ha alteragao na atividade enzimatica do conjugado-hapteno. Quando sobram anticorpos (ou seja, a amostra 
apresenta baixas concentragoes do farmaco ou droga), eles se ligam no conjugado-hapteno. Como a imunoglobulina e uma 
molecula grande, ela impede espacialmente a agao da enzima sobre um substrato. E, portanto, um ensaio de inibigao da 
atividade enzimatica do conjugado. A atividade da enzima e diretamente proporcional a concentragao da droga ou farmaco na 
amostra do paciente. 

Enzimaimunoensaio com substrato ftuorescente (imunofluorimetria) 

Uma versao menos usual e semelhante a usada no EMIT, so que neste caso o fluorocromo e inibido pela presenga do anticorpo 


ligado. O mais usual e a FPIA, na qual o conjugado e o proprio farmaco ou droga (hapteno) ligado ao fluorocromo. Por ser de 
baixo peso molecular, esse conjugado apresenta intensa rotagao apos ser excitado por luz polarizada. Assim, a luz emitida pelo 
fluorocromo excitado sera despolarizada (elevada rotagao da molecula). 

Quando ha menor quantidade do hapteno na amostra, os anticorpos livres se ligarao no conjugado (hapteno-fluorocromo), 
tornando-se uma molecula muito grande (a imunoglobulina tem elevado peso molecular). A rotagao (despolarizagao) e entao 
reduzida e a luz emitida continua sendo polarizada. A concentragao do farmaco na amostra e diretamente proporcional a 
despolarizagao da luz fluorescente emitida. 

Testes rapidos (imunocromatografia) 

A utilidade desses testes e que o medico-assistente ou o pessoal da enfermagem pode realizar o ensaio. As dificuldades de 
enviar amostras ao laboratorio e esperar os resultados podem retardar dccisoes clinicas, principalmente em casos de 
superdosagem toxica. Um dos primeiros testes nao imunologicos muito util nessas situagoes e a detecgao de alcool em ar 
expirado, que se cora com dicromato de potassio (bafometro). Entretanto, as tentativas de ensaios quimicos com as drogas de 
uso abusivo foram infrutfferas. 

A obtengao de anticorpos especfficos e a sua conjugagao com corantes coloidais insoluveis permitiram a padronizagao dos 
testes rapidos. E necessario que os anticorpos de captura e do conjugado se liguem em epitopos distintos da droga para compor 
o imunocomplexo na forma de linha colorida (ver Capitulo 7). 

Contudo, os testes serao rapidos apenas se puderem ser usados em amostras de sangue total (pungao digital), saliva ou 
urina. As interferencias de celulas sangufneas na migragao no dispositivo (fita, cassete ou sabonetinho) e as enzimas 
interferentes e variaveis na saliva (nem todas as drogas sao detectaveis em saliva) fizeram com que as pesquisas se voltassem 
para a urina. Na urina, encontram-se a droga e os catabolitos da droga, que sao os produtos usados para obtengao dos 
anticorpos. A Figura 13.3 mostra um esquema de teste rapido para detectar catabolitos de drogas em urina. 

Os imunoensaios nao possuem sensibilidade absoluta, mas conseguem detectar nfveis de intoxicagao em superdosagens e 
sao uteis na triagem inicial dos usuarios de drogas de uso abusivo. 

O teste e simples: a amostra e misturada (em uma almofadinha absorvente no proprio dispositivo) com anticorpos 
monoclonais marcados com corante coloidal e migra na membrana de nailon ou nitrocelulose bloqueada. No caminho da 
migragao, os imunocomplexos encontram linhas contendo o segundo anticorpo monoclonal que captura o imunocomplexo 
colorido. Assim, sobre a linha de captura forma-se um produto colorido insoluvel (mancha). 

Os testes disponiveis usam um conjunto de anticorpos para algumas classes de drogas mais frequentes: anfetaminas, 
opiaceos, benzodiazepinicos, canabinoides, metadona, barbituricos e cocaina. 

Detecgao e quantificagao de farmacos 

A prescrigao dos farmacos e realizada partindo-se de uma quantidade especifica a ser administrada em uma unica dose ou por 
meio de doses multiplas conforme os objetivos farmacoterapeuticos. 
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Figura 13.3 Exemplo de dispositivo de imunoensaio rapido. 




Da administragao de uma dose conhecida ate a manifestagao dos efeitos terapeuticos, os farmacos deverao cumprir 
diversos processos no organismo, os quais sao organizados, didaticamente, em tres fases: 

• Fase farmaceutica: estuda os processos de dcsintegracao da forma farmaceutica, liberando o farmaco para um meio onde ele 
podera ser dissolvido adequadamente com o objetivo de facilitar seu processo de absorgao. No caso de formas farmaceuticas 
solidas administradas por via oral, a dcsintegracao dos comprimidos, das capsulas e das drageas sera determinante no 
estabelecimento do perfodo de latencia, da velocidade de absorgao e da disponibilidade do farmaco. Uma vez desintegrada a 
forma farmaceutica, inicia-se o processo de dissolugao da substancia ativa com a finalidade de disponibilizar o farmaco para 
que ele possa ser absorvido 

• Fase farmacocinetica: estuda quantitativamente os processos de absorgao, distribuigao, biotransformagao e excregao das 
drogas. Nesses processos o farmaco administrado devera atingir a circulagao sanguinea e ser distribuido para todo o 
organismo, ou a sistemas especificos, por meio da ligagao ou nao a protemas plasmaticas. Processos de biotransformagao dos 
farmacos deverao ocorrer com o objetivo de converter os farmacos circulantes em metabolitos de polaridade crescente a fim 
de que possam ser excretados pelo organismo. Os principals sitios de biotransformagao de farmacos estao localizados no 
figado, no intestino e nos rins. A excregao renal e o principal processo de eliminagao de xenobioticos, seguida pela excregao 
fecal e biliar 

• Fase farmacodinamica: estuda o alvo das drogas, o mecanismo de agao e seus efeitos sobre o organismo. A quantidade de 
farmaco que atinge o local de agao ou tecido-alvo sera dependente das fases farmaceutica e farmacocinetica, portanto as 
propriedades fisico-quimicas do farmaco administrado, caracterfsticas da formulagao empregada na elaboragao da fase 
farmaceutica e estado organico do paciente influirao na quantidade de farmaco que manifestara seus efeitos terapeuticos ou 
nao no organismo humano. Exceto para a via injetavel intravenosa, todas as outras vias de administragao de farmacos 
cumprirao todos os processos integrantes das tres fases de agao dos farmacos. 

Uma das formas de determinar a eficiencia de um medicamento administrado durante as tres fases de agao dos farmacos e a 
determinagao da concentragao plasmatica de um farmaco, a qual permite estabelecer a dosagem ideal para cada paciente. 

Considerando-se que a biodisponibilidade pode ser definida como o estudo de tudo que ocorre desde a administragao de 
um farmaco ate que ele seja liberado no organismo na sua forma ativa, tornando-o biodisponivel, deve-se utilizar de processos 
de quantificagao do farmaco ativo circulante no organismo para se realizar o monitoramento terapeutico desse agente como uma 
maneira de avaliar sua performance nos pacientes. 

Entretanto, existem farmacos que possuem um baixo indice terapeutico e que sao extremamente importantes na terapia. 
Eles sao considerados ferramentas mais do que uteis, praticamente indispensaveis no tratamento de algumas patologias, e para 
esse tipo de farmaco o monitoramento terapeutico se faz indispensavel. O monitoramento de um farmaco circulante e util 
quando: 

• Tanto os efeitos desejados (terapeuticos) quanto os nao desejados (colaterais, adversos e toxicos) mostram correlagao com a 
concentragao plasmatica desse farmaco 

• Ha uma grande variabilidade individual (idade, doenga predominante, fungoes hepatica e renal) que interfere na capacidade 
metabolica e excretora do paciente 

• A concentragao plasmatica otima para os efeitos terapeuticos esta proxima da concentragao toxica, como digoxina e teofilina. E 
o que se denomina estreita faixa de seguranga ou medicamentos com baixo indice terapeutico 

• Os farmacos mostram relagao nao linear entre a dosagem e a concentragao plasmatica disponivel, por exemplo, para fenitoina. 

■ Principals medicamentos monitorados por imunoensaios 

O monitoramento terapeutico pode ser empregado em diferentes situagoes, sendo de destaque casos em que os farmacos 
envolvidos sejam de baixo indice terapeutico ou que apresentem variaveis farmacocineticas que dificultam o estabelecimento 
seguro da posologia. Em algumas situagoes, como digitalicos e alguns anticonvulsivantes, os sintomas toxicos podem ser 
semelhantes aos da doenga, gerando a duvida de que o paciente nao esta recebendo a dose terapeutica. 

Em outras situagoes, as vezes, os farmacos sao de recirculagao enterica e, em algumas situagoes especificas, sao de uso em 
pacientes com condigoes metabolicas e de excregao bastante afetadas, como transplantados e na vigencia de cancer. Nessas 
situagoes, faz-se necessario o monitoramento terapeutico, cuja determinagao quantitativa da droga livre, ou ligada a albumina 
ou ainda ligada a eritrocitos pode ser realizada com testes imunologicos automatizados, e o resultado, liberado rapidamente para 
decisao da proxima prescrigao. 

Em situagoes menos frequentes, o monitoramento terapeutico tambem pode ser empregado em suspeita de nao aderencia 


do paciente ao tratamento, com o objetivo de esclarecer a duvida do prescritor e supervisionar o tratamento do paciente. 

Alguns exemplos de farmacos que requerem controle terapeutico sao anticonvulsivantes (fenobarbital, fenitofna, 
carbamazepina, acido valproico), antiasmaticos (teofilina), imunossupressores (ciclosporina), antineoplasicos (metotrexato) e 
cardiotropicos (digitoxina e digoxina). 

Como as dosagens sao administradas a determinados intervalos e por diversas vias, deve-se mensurar o intervalo de tempo 
para a coleta da amostra apos a administragao. 

Antibioticos devem ser avaliados no nfvel de pico, por exemplo, 30 a 60 min apos injegao intramuscular. Digoxina deve ser 
avaliada quando atinge o mvel circulante constante, cerca de 8 h apos a primeira administracao. Em algumas situagoes, e 
interessante conhecer o nivel antes da administragao seguinte (mvel pre-dose). O nivel de pico maximo geralmente e alcangado 
apos o equilfbrio entre a dose e a velocidade de metabolismo e excregao, e isso ocorre apos cerca de cinco meias-vidas do 
farmaco. Para farmacos com risco de toxicidade, a dose seguinte ao pico maximo ja tera maior risco. 

Outro fator interferente a ser considerado e o tipo de amostra que reflete de fato a concentragao disponfvel do farmaco. E 
necessario considerar que as moleculas de drogas se ligam a protemas plasmaticas, ou a hemacias. Nesse caso, pode ser 
necessario um pre-tratamento da amostra para extrair ou desligar o farmaco do ligante, e dessa forma determina-se o total de 
farmaco circulante. A partir de resultados previos da farmacocinetica, pode-se estabelecer uma boa correlagao entre o valor total 
e o livre. No entanto, pode haver muita variagao entre os pacientes com relagao aos nfveis das protemas ou das celulas ligantes, 
por exemplo, hipoalbuminemia ou aumento de alfa-l-glicoprotema acida, o que caracteriza um problema. Novamente, a partir 
do conhecimento previo de qual e a proteina ou celula ligante, sao solicitados exames paralelos para determinar a concentragao 
desse ligante. Na Figura 13.4 encontram-se as estruturas qufmicas dos farmacos apresentados. 

Fenobarbital 

E o principal agente da classe dos barbituricos, os quais agem deprimindo nao seletivamente o sistema nervoso central (SNC; 
ver Figura 13.4). E usado no tratamento de todas as formas de epilepsia, exceto nos casos de ausencia de convulsoes. Atua 
aumentando o limiar para convulsao e reduzindo a amplitude do foco epileptico pela potencializagao da agao do acido gama- 
aminobutirico (GABA). E administrado por via oral ou injetavel (intramuscular ou intravenoso). 

O nivel terapeutico plasmatico do fenobarbital e 15 a 40 ug/m t e nfveis toxicos sao relatados a partir de concentragoes 
superiores a 40 viglmf'. 

Os efeitos toxicos manifestam-se como depressao, letargia, sedagao, estupor e ate coma. Em idosos e criangas, e descrito o 
efeito paradoxal, com hiperexcitabilidade e confusao mental, o qual pode ser interpretado erroneamente como nfveis 
subterapeuticos. 

Fenitofna 

E agente da classe das hidantofnas empregado no tratamento e prevengao de convulsoes na epilepsia, principalmente em casos 
de crises generalizadas (ver Figura 13.4). Tambem e usado para tratar nevralgia do trigemeo. Comumente, e administrado por 
via oral, porem, em caso de emergencia, pode ser administrado intravenosamente. Fenitofna e mal absorvida e com grande 
variagao pela via intramuscular. Em nfveis sangufneos altos, a capacidade das enzimas metabolizadoras e excedida e aumentos 
posteriores na dose do farmaco poderao levar a aumentos desproporcionais de sua concentragao sangufnea, portanto, o 
monitoramento terapeutico faz-se util nessas situagoes. A fenitofna aparentemente reduz a amplitude das descargas epilepticas 
por meio da potencializagao da agao do GABA. 

Os nfveis plasmaticos terapeuticos sao alcangados em concentragoes variando de 10 a 20 pg/m i, e acima de 20 ug/mf 
podem aparecer os sinais de toxicidade, caracterizados por movimentos anormais dos olhos, nauseas, vomitos, confusao, 
insonia e coma. Hipersensibilidade nao relacionada a dose (erupgoes cutaneas), acne e hiperplasia gengival sao descritas na 
toxicidade cronica. Nesses casos, o mais provavel e o que os efeitos adversos dependam da suscetibilidade individual. 
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Figura 13.4 Estruturas quimicas de alguns farmacos. 


Carbamazepina 

E um anticonvusivante de estrutura tricfclica (ver Figura 13.4) administrado por via oral em casos de convulsoes parciais ou 
generalizadas do tipo tonico-clonicas, mas nao em crises primarias. E ineficaz em crises de ausencia. Tambem tem utilidade na 
nevralgia do trigemeo e em alguns casos de disturbio afetivo bipolar (antigamente denominado psicose mamacodepressiva) que 
nao respondem ao litio. A carbamazepina e biotransformada hepaticamente, e apos 3 a 4 semanas de uso pode-se observar um 
fenomeno de autoinducao enzimatica, dificultando o estabelecimento de nfveis sangufneos estaveis. 

Os nfveis terapeuticos adequados sao de 4 a 12 ug/mf. e acima desses nfveis potencialmente aparecem os efeitos toxicos, 
caracterizados por nauseas, vomitos, cefaleia, confusao, agitagao e visao dupla. Raramente ocorrem reacoes de 
hipersensibilidade icrupcoes cutaneas e lesoes hepaticas e renais). 


Acido valproico 

E um eficiente anticonvulsivante (ver Figura 13.4) de uso em quase todos os tipos de convulsoes, administrado comumente por 
via oral e, em situagoes de emergencia, por via intravenosa. Atua deprimindo seletivamente o SNC por meio da potencializagao 
da agao do GABA. 

Os efeitos terapeuticos sao observados em nfveis de 50 a 100 ug/m/ de plasma e, acima disso, manifestam-se efeitos 
toxicos como nauseas, vomitos, confusao, tremores. Alopecia transitoria (com subsequente crescimento de cabelos 
encaracolados), aumento de apetite, edema e lesoes hepaticas sao descritos em alguns casos de hipersensibilidade. 









Teofilina 

A teofilina (ver Figura 13.4) faz parte da classe das metilxantinas que, por mecanismos nao totalmente claros (em parte bloqueia 
receptores de adenosina), tem sido util para tratar pacientes com doenca pulmonar obstrutiva reversfvel (dispneia cronica, crises 
de asma). Com o surgimento dos corticosteroides e dos agonistas beta-2 de agao longa, a teofilina tem sido colocada em 
segunda linha pelos consensos atuais. 

E um farmaco de administragao por via oral, com niveis toxicos (> 20 ug/mf) proximos dos terapeuticos (10 a 20 ug/m/'), 
manifestados por taquicardia, arritmias, cefaleia, vomitos, insonia e convulsoes. A aminofilina, uma etilenodiamina da teofilina, 
tambem tem sido monitorada por imunoensaios por possuir perfil semelhante ao da teofilina. 

Ciclosporina 

E agente de origem natural obtido de um fungo e possui uma estrutura bastante complexa na forma de um polipeptidio ciclico 
composto por 11 aminoacidos. E um imunossupressor mais especifico que as drogas citotoxicas. Inibe at iv agao de LT helper 
(CD4+) e reduz a transcricao (produgao) de IL-2. Usado na prevencao de rejeicao a transplantes e rejeicao enxerto versus 
hospedeiro. Em doses maiores e util no tratamento da rejeicao em curso. Pode ser usado em doengas reumaticas autoimunes 
sistemicas graves (artrite reumatoide, psorfase), por curtos periodos. 

Os niveis terapeuticos efetivos da ciclosporina sao variados e, para piorar, alguns metodos detectam tambem metabolitos 
inativos. A partir de niveis plasmaticos superiores a 300 pg/mf, tem sido relatados efeitos colaterais graves (lesao renal, 
hipertensao, disfungao hepatica), principalmente em transplantados. As provas de alteragao hepatica ou renal dao a dimensao 
das lesoes, mas essas alteragoes sao igualmente observadas se estiver ocorrendo rejeigao desses orgaos. O efeito mais dramatico 
e a imunossupressao intensa acarretando infecgoes oportunistas potencialmente fatais, como meningoencefalite citomegalica. 

Metotrexato 

E um agente quimioterapico antineoplasico da classe dos antimetabolitos antagonistas do acido folico (ver Figura 13.4). E muito 
usado na terapia de manutengao de leucemia linfoblastica aguda, comum na infancia. Tambem tem sido usado no tratamento de 
artrite reumatoide e psorfase graves. Nesses dois ultimos casos, atua como imunossupressor, e as doses sao menores e os 
intervalos maiores. 

O metotrexato inibe a enzima di-hidrofolato redutase e a sintese de purinas e pirimidinas necessarias para a sintese de 
acidos nucleicos. E utilizado por via oral, injetavel (intramuscular ou intravenosa) e intratecal (no canal espinal) na terapeutica 
profilatica de metastases. 

A dose potencialmente toxica ocorre a partir de 0,01 unioL/C e basicamente induz supressao de medula ossea, ulceragao de 
mucosas e, mais raramente, infiltragao pulmonar e lesoes hepaticas. No caso de metotrexato, a toxicidade e dependente da 
duragao da exposigao (tempo de uso). 

Digoxina e digitoxina 

Sao glicosidios esteroides (ver Figura 13.4) cardioativos com propriedades inotropicas e eletrofisiologicas. A digitoxina tem 
tempo de meia-vida maior e excregao basicamente via biliar, com reabsorgao intestinal, o que lhe confere maior risco de 
toxicidade. 

Os digitalicos sao administrados por via oral para tratamento de insuficiencia cardiaca congestiva, prevengao de arritmias 
supraventriculares e controle de fibrilagoes. A digoxina pode ser usada tambem via intravenosa em infusao lenta e continua. 
Niveis terapeuticos sao menores para digoxina (0,8 a 2 ng/m/j que para digitoxina (15 a 30 ng/ru/:). 

Intoxicagao digitalica e relatada com concentragoes plasmaticas acima de 2,4 ng/m/ para digoxina e acima de 40 ng/m/. Ha 
soros F(ab ’)2 que neutralizam os digitalicos e podem ser empregados nos casos de intoxicagao. Os efeitos toxicos sao gerais 
(nauseas, vomitos, disturbios visuais, fadiga, cefaleia, delirios e alucinagoes) e podem simular niveis baixos de digitalicos 
(arritmias e falhas cardiacas). Por isso, a determinagao dos niveis plasmaticos dos digitalicos e importante para estabelecer se ha 
intoxicagao ou subdosagem terapeutica. 

No entanto, os imunoensaios para determinagao de digoxina apresentam alguns problemas de inespecificidade, devido a 
substancias endogenas que sao conhecidas como fatores digoxina -like, variaveis nos pacientes e detectados de maneira nao 
uniforme pelos anticorpos empregados nos testes. Mesmo individuos que nunca usaram digoxina podem apresentar esses 
interferentes. A escolha de anticorpos especificos e possivel pre-tratamento da amostra podem tornar a determinagao mais 
eficiente. 


Drogas de uso abusivo 


Podem ser ilicitas e licitas, ambas causando dependencia quimica. As ilicitas sao aquelas que nao tem uso medico, mas o uso 
abusivo delas, alem do problema medico-social, acarreta tambem consequencias sociais e forense-legais. 

As drogas licitas ate possuem indicacao medica em situagoes de rigoroso controle legal, mas o seu uso abusivo leva a 
agravos a saude do usuario com consequencias sociais na comunidade. 

Mais recentemente, acrescente-se o uso de esteroides androgenicos anabolizantes que fazem parte das drogas de uso 
abusivo entre esportistas e atletas. Nesse caso, alem dos efeitos de toxicidade, como doencas cardiacas, carcinoma de figado e 
rim, tambem fica caracterizada a fraude nas compcticdes, conhecida como doping. Como os exames sao obrigatorios durante as 
compcticoes, e os resultados definem o destino de alguns competidores, os testes aplicaveis sao os cromatograficos, 
espectrometria de massa e HPLC. Mesmo nessa abordagem, alguns trabalhos tem mostrado que o tratamento previo da amostra 
no sentido de aumentar a concentracao da droga pode aumentar a sensibilidade da detecgao. Isso e importante porque o uso do 
anabolizante e inaceitavel e qualquer quantidade detectada e proibida. Uma abordagem a imunoensaios nesse caso e passar a 
amostra por coluna de imunoafinidade com anticorpos policlonais especificos para isolar o anabolizante da matriz complexa da 
amostra. As moleculas assim obtidas sao entao processadas pelos metodos analiticos credenciados para o exame de doping. 

a Aplicacoes dos ensaios para detecgao de drogas 

Centros de tratamento de dependencia qufmica 

Os pacientes que se submetem ao tratamento costumam informar as drogas que usam. No entanto, como a maior parte e obtida 
de forma ilegal, nem sempre e possivel saber a composigao certa dessas prcparacoes. Os resultados da analise de urina ajudam a 
evidenciar o padrao de drogas de uso abusivo e tornam-se cruciais para o tratamento adequado. 

Por outro lado, alguns pacientes, principalmente de ambulatorio, nao resistem ao uso da droga em algumas ocasioes, e os 
exames rotineiros de urina podem ajudar tambem a evidenciar esse insucesso, permitindo redirecionamento terapeutico. Os 
testes devem ser sensiveis para detectar o uso de pouca quantidade da droga. 

Emergences medicas 

Intoxicacoes por superdosagem acontecem acidentalmente com usuarios de drogas, geralmente na administragao intravenosa. 
Estupor, depressao respiratoria, hipotensao, alucinagoes, confusoes, alteragoes cardiacas e ate coma e morte sao relatados. 

Muitas vezes, esses individuos chegam aos servigos de emergencia medica sem qualquer informagao ou acompanhante 
confiavel que possa relatar o que foi usado. E mais, muitas vezes a droga estava contaminada com outras e foi adquirida pelo 
usuario sem a informagao adequada. Potenciagao entre drogas de origem desconhecida pode desencadear a intoxicagao. 

Nesses casos, a coleta de urina por sonda vesical e a aplicagao de imunoensaios podem identificar presuntivamente a(s) 
droga(s) a que o individuo esteve exposto. Com esse dado, a interferencia medica tem chance de ser mais efetiva. Para essa 
aplicagao, os testes nem precisam ser muito sensiveis, ja que acontece a superdosagem. Assim sendo, os testes rapidos sao 
bastante liters. 

Clmicas psiquiatricas 

Muitos dos sintomas psiquiatricos aparecem nos usuarios de drogas. Definir se os sinais apresentados sao de fato psiquiatricos 
ou por uso abusivo de drogas e fundamental para a triagem diagnostica, investigagao de possivel etiologia e tratamento. 

Por exemplo, sonolencia pode ser narcolepsia ou depressao, mas tambem e um dos sintomas de uso abusivo de drogas 
sedativas, como benzodiazepinicos e barbituricos. 

Drogas estimulantes como anfetaminas e cocaina podem, no uso prolongado e em altas doses, simular psicoses. 
Alucinagoes e esquizofrenia podem ser efeitos de uso abusivo de alucinogenos [fenciclidina e dietilamida do acido lisergico 
(LSD)]. 

Medicina forense 

Em algumas situagoes judiciais pode ser fundamental comprovar o uso ou nao de drogas, por exemplo, custodia de criangas, 
casos suspeitos de tentativa de suicidio ou de acidentes de dosagem de drogas ou mistura de drogas desconhecidas. Os 
imunoensaios aplicados a medicina forense tem apenas carater presuntivo, uma vez que podem mostrar falsos resultados. De 
qualquer maneira, sao rapidos e de uso facil, o que os torna testes adicionais aplicados em toxicologia forense. 



A tendencia e o desenvolvimento de testes rapidos do tipo imunocromatograficos em dispositivos ou fitas, e de aplicagao 
em amostras de saliva, que possam ser aplicados na triagem de indivfduos suspeitos de uso de drogas. Evidentemente, a 
comprovagao deve ser feita posteriormente por toxicologistas usando metodos analiticos. 

No caso de amostras de cadaveres, os imunoensaios mostram pior desempenho devido aos interferentes presentes em 
condigoes variaveis e nem sempre avaliados no desenvolvimento dos testes. 

Medicina do trabalho 

E sabido que alguns usuarios de drogas aparentam vida normal, inclusive trabalhando. A identificagao desses usuarios nao pode 
ter finalidades constrangedoras, punitivas ou restritivas, mas sim o encaminhamento para centres de tratamento. Como a 
prevalencia deve ser baixa, os imunoensaios sao aplicaveis a essas triagens. A rapidez e o custo baixo tambem favorecem essa 
escolha. 

Na Europa e America do Norte essa busca de casos entre a populagao normal ja faz parte da retina de medicina preventiva, 
com o cuidado de confirmar os casos falso-positivos por ensaios analiticos (GS/MS) antes de qualquer agao. 

■ Ensaios aplicados as drogas 

Os metodos imunoenzimaticos sao amplamente utilizados na retina de analise de farmacos em fluidos biologicos ou em outras 
matrizes, podendo ser empregados de maneira mais restrita ou mais abrangente, variando desde analise de uma unica amostra 
ate metodos automatizados, capazes de realizar centenas de analises por dia. 

Do ponto de vista toxicologico, os imunoensaios sao considerados tecnicas de triagem para analise de drogas de uso 
abusivo, em fungao de sua baixa especificidade e, consequentemente, grande numero de falso-positivos. Outre fator limitante e 
o desenvolvimento de kits em sua grande maioria para analises em urina, a qual e uma matriz de exposigao recente e nao 
possibilita correlagao com quantificagao, portanto sua aplicagao em analises toxicologicas com finalidade forense fica restrita a 
triagem. Nos casos de achados necroscopicos em cadaveres, a urina nem sempre esta disponivel. 

A quantificagao e uma informagao importante nas analises com finalidade forense. Para tanto, fazem-se necessarias outras 
matrizes biologicas para a analise, sendo o sangue a matriz forense de eleigao para as quantificagoes, pois reflete as 
concentragoes circulantes no momento da coleta. 

Entretanto, o ambiente forense propicia, em sua maioria, amostras compostas de matrizes biologicas complexas, como 
sangue total cadaverico, conteudos estomacais, lisados de figado, rins e, em menor parte, urina. 

Atualmente, sao aceitos dois tipos de testes para pesquisa de drogas de uso abusivo em amostras humanas: testes de 
triagem (incluindo os imunoensaios rapidos qualitativos e analiticos) e testes forenses. Estes ultimos requerem que o teste de 
triagem seja confirmado por ensaios especificos, como CG-MS ou HPLC-MS. Os testes forenses tambem exigem a cadeia de 
custodia (que garante a identificagao e rastreabilidade legal da amostra) para a validade do laudo. 

Nas situagoes medicas de urgencia decorrente do uso abusivo da droga ou em acompanhamento de indivfduos em 
terapeutica de desintoxicagao, a aplicagao de imunoensaios pode ser suficiente. 

Entre os grupos de drogas de uso abusivo ja identificaveis por imunoensaios, tem-se opiaceos (morfina, heroina e 
metadona), benzodiazepinicos, barbituricos, cocaina, anfetaminas, LSD e tetra-hidrocanabinol (THC). Os anticorpos altamente 
especificos para o grupo quimico sao obtidos por imunizagao com a droga ligada a polimeros de aminoacidos ou peptfdios, ou 
ainda proteinas, uma vez que a molecula da droga e um hapteno. 

As formas isomericas da anfetamina e metanfetamina podem ser detectadas por reagao cruzada em alguns testes. A L- 
metanfetamina e pouco estimulante do SNC e tem indicagao em alguns descongestionantes inalatorios. A obtengao de 
anticorpos isomero-especificos deve resolver o problema. 

Os imunoensaios mais empregados sao RIE, EMIT. FPIA, ELISA, e ha alguns testes rapidos para triagem com varios 
anticorpos. Uma dificuldade apresentada por todos eles e a reatividade cruzada, maior ou menor, entre compostos derivados que 
sao comuns nessas drogas. Outros medicamentos como clorpromazina, procainamida, ranitidina e cloroquina sao responsaveis 
por falso-positividade na detecgao de anfetaminas por alguns ensaios. Outre problema sao alteragoes na amostra de acordo com 
condigoes de conservagao, por exemplo, na presenga de substancias oxidantes ou redutoras. 

Entre as anfetaminas, tem destaque alguns derivados que conipoem preparados como “ecstasy” [metilenodioxi-anfetamina 
(MDA) e metilenodioximetanfetamina (MDMA)]. 

Nesse sentido, existe um grande desafio analitico relacionado com a investigagao de materias putrefatas, uma vez que 
muitos imunoensaios apresentam um falso-positivo para anfetaminas ou mesmo ecstasy devido a presenga das aminas de 
putrefagao (putrecina e cadverina) que interagem com os anticoipos. 


Em virtude da demanda cada vez mais numerosa em todas as aplicacoes na area de uso abusivo de drogas, varias empresas 
tem investido em tecnologia de imunoensaios para detectar essas moleculas em diversos tipos de amostras, e as perspectivas sao 
de disponibilidade comercial de kits no futuro proximo. 
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Capitulo 14 

Proteinas Plasmaticas 


Adelaide J. VazeJoilson O. Martins 


Introdugao 

As proteinas plasmaticas e do soro sao importantes para o diagnostico clinico e o monitoramento de doencas e diversas 
condigoes clinicas. Por meio da dosagem das proteinas plasmaticas e possivel identificar infecgoes, doengas autoimunes, bem 
como acompanhar estados inflamatorios. A dificuldade em interpretar as correlates entre as proteinas plasmaticas faz com que 
haja um diagnostico equivocado de diversas condicoes inflamatorias, infecciosas e autoimunes. 

Os imunoensaios aplicados para identificar e semiquantificar proteinas foram inicialmente a imunoeletroforese (IEF), ainda 
nos anos 1950. Os resultados apenas comparavam amostras normals com as amostras em estudo e avaliavam visualmente a 
intensidade dos arcos de precipitagao. A eletroforese demonstrou fragoes com distintas mobilidades, de acordo com a carga 
eletrica de seus componentes em pH alcalino: albumina, alfaglobulina, betaglobulina e gamaglobulina, em ordem decrescente 
de mobilidade. O uso de acetato de celulose como suporte demonstrou que a zona de migragao alfa e constituida de duas 
fragdes, alfa-1 e alfa-2-globulina. Como as bandas separadas aparecem na forma de areas ou zonas distintas, essa eletroforese 
foi chamada de eletroforese de zona. Em 1965, Mancini et al. padronizaram a imunodifusao radial simples, metodo que 
permitiu a quantificagao analitica de proteinas plasmaticas. Esses metodos mostram sensibilidade da ordem de mg/d/': e sao uteis 
para determinar quase todas as proteinas em amostras de soro ou plasma. No entanto, sao de execugao manual e tempo longo 
para obter o resultado, o que dificulta a utilizagao do metodo para dosar proteinas de fase aguda, que necessitam de resultados 
urgentes. As tecnicas de aglutinagao rapida ajudaram a contornar o problema, embora nao se prestem para adequada 
quantificagao. 

A IEF combina tres tecnicas: separagao eletroforetica das proteinas, difusao das proteinas separadas em meio semissolido e 
imunoprecipitagao de cada proteina com os respectivos anticorpos. Uma importante aplicagao da IEF e a identificagao de 
paraproteinas (gamaglobulinas monoclonais), mas por muito tempo foi utilizada para avaliar semiquantitativamente as proteinas 
plasmaticas, incluindo as imunoglobulinas monoclonais (ver Capitulos 5 e 15). A eletroforese e realizada geralmente em fitas de 
acetato de celulose, em pH 8,6, sob voltagem que permita a corrida na fita em cerca de 30 min. Hoje, sao varios os fabricantes 
desses insumos, inclusive alguns em sistemas totalmente automatizados, garantindo a reprodutibilidade do metodo. Apos a 
separagao eletroforetica, as proteinas sao fixadas e coradas para identificar cada fragao (zona). A utilizagao de um densitometro 
para semiquantificar a intensidade da coloragao mostrara um grafico em forma de picos ou bandas (intensidade versus fragao), 
chamado eletroferograma. 

Com o surgimento da focalizagao isoeletrica, foi possivel introduzir alto poder de resolugao a eletroforese na separagao de 
diferentes proteinas. O metodo usa gradiente de pH com anfolitos, de modo que, de acordo como o ponto isoeletrico (pi), cada 
proteina ira migrar e se estabelecer em uma determinada posigao na fita da corrida. A focalizagao isoeletrica pode ser realizada 
na primeira dimensao e, posteriormente, as proteinas separadas por pi podem ser fracionadas de acordo com a massa molecular 
(tamanho) em uma segunda corrida (segunda dimensao) por eletroforese em gel de poliacrilamida. Essa eletroforese 
bidimensional (eletroforese 2-D) permite o estudo de misturas proteicas complexas, e sua aplicagao no estudo de proteinas 
plasmaticas pode distinguir diferentes isoformas de uma mesma proteina, migrando em pH distintos. Acredita-se que, em breve, 
a eletroforese 2-D devera fazer parte da rotina de laboratories clinicos. 

As proteinas podem ser determinadas tambem por metodos quimicos, do tipo colorimetrico, que detectam ligagoes 
peptidicas, mas nao conseguem diferenciar a conformagao e a composigao de cada um dos constituintes proteicos. As 




globulinas ficam insoluveis (precipitado) em solugao saturada de sulfato de amonio, ao contrario da albumina serica. Esse e o 
fundamento do metodo bioquimico de determinar protemas totais e globulinas. 

As protemas plasmaticas sao especie-especificas e, assim, e possivel obter anticorpos com especificidade para cada 
protema imunizando animais heterologos. Por exemplo, coelhos imunizados com albumina humana produzem anticorpos 
antialbumina humana, que podem entao interagir com a albumina humana em diferentes amostras e formal - imunocomplexos 
que serao quantificados por imunoensaios. 

Com a automagao dos testes homogeneos do tipo imunoprecipitagao, nefelometria e turbidimetria houve um grande avango 
na determinagao de protemas plasmaticas. Atualmente, e rotina laboratorial a determinagao quantitativa de varios marcadores, 
por exemplo, imunoglobulinas, fragoes do sistema complemento, transferrina, alem de protemas inflamatorias, como protema C 
reativa (PC-R) e alfa-l-glicoprotema acida (GPA). 

Outro problema, ja contornado, e que os imunoensaios de uma etapa (imunoprecipitagao e aglutinagao) sofrem efeito do 
fenomeno pro-zona, quando ha excesso de um dos componentes, antigeno ou anticorpo, formando um imunocomplexo tamanho 
menor e levando a resultados falsamente reduzidos (ver Capitulo 5). Atualmente, ha kits adequados para diferentes faixas de 
detecgao, por exemplo, baixa, normal e elevada. Assim sao aplicaveis tambem a amostras de urina e liquido cefalorraquidiano 
(LCR), entre outras. 

Testes automatizados do tipo imunoenzimaticos ou de quimiluminescencia tambem sao empregados na determinagao de 
protemas plasmaticas. Como usam dois reagentes, captura e conjugado, ou conjugado e competidor, sao de custo mais elevado, 
mas muito liteis para protemas em baixfssima concentragao e para sua investigagao em experimentos ou em outros fluidos 
(sobrenadante de culturas celulares, liquidos cavitarios). 

Os imunoensaios utilizando conjugados reveladores tambem sao empregados para detecgao de varias outras protemas. 
Quando a concentragao da protema e muito baixa pode ser necessario empregar radioimunoensaio ou eletroquimiluminescencia. 
Hormonios sao tambem protemas, mas nao serao abordados neste capitulo. Marcadores tumorais serao abordados no Capitulo 
15. 

Aqui serao abordadas algumas das importantes protemas circulantes, uteis como marcadores de afecgoes humanas e de 
aplicagao rotineira em laboratories clinicos. A apresentagao sera feita, seguindo a Foundation for Blood Research 2 , em: 

• Protemas plasmaticas nao especificas 

• Protemas plasmaticas em determinadas condigoes clinicas. 

Protemas plasmaticas nao especificas 

Uma das principals aplicagoes das protemas plasmaticas e avaliar o estado inflamatorio do paciente. A concentragao de algumas 
protemas circulantes eleva-se em resposta a estados inflamatorios ou apos traumas teciduais. Infecgoes e extensas lesoes 
teciduais, inclusive necrose de celulas tumorais, sao alguns exemplos desses estados de estresse fisiologico. 

Varios agentes infecciosos causam lesoes ao invadirem tecidos e se multiplicarem. Outros eventos como traumas e hipoxia 
teciduais tambem sao lesivos. Para limitar a invasao dos patogenos e para restaurar tecidos lesados, o organismo humano 
desenvolve o processo inflamatorio mediado por macrofagos, que, alem da capacidade fagocitica, secretam citocinas com 
diversas fungoes biologicas. 

Algumas dessas citocinas, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas 1 e 6 (IF-1 e IF-6), muitas vezes em 
conjunto com IF-8 liberada de polimorfonucleares neutrofilos, tem agao fundamental no desencadeamento da inflamagao. Essas 
citocinas tambem atuam no local da agressao, sobre fibroblastos e celulas endoteliais, induzindo proliferagao celular com 
objetivo de cicatrizagao. Migragao e acumulo de leucocitos ativados, vasodilatagao, diapedese e concentragao de transudatos 
comprimindo terminagoes nervosas (calor, rubor, edema e dor) sao indicagdes de inflamagao local. 

Se o processo se amplifica ou dissemina, as citocinas tambem atuam sistemicamente, estimulando hepatocitos a aumentar a 
produgao e secregao de algumas protemas. Surge entao a resposta de fase aguda, evidenciada pelo aumento da concentragao 
dessas protemas circulantes, que sao chamadas de protemas de fase aguda. 

Situagoes de estresse ou condigoes inflamatorias que ocorrem em traumatismos, cirurgias, necroses teciduais, infarto e 
neoplasias tambem podem alterar o nfvel de produgao de algumas protemas, levando tambem a resposta de fase aguda. Assim, 
as protemas de fase aguda independem do agente causal e, por isso, sao consideradas marcadores genericos de processo 
inflamatorio ou imunidade inata. 

A elevada concentragao produzida dessas protemas de fase aguda e detectada no local da lesao tecidual e tambem 
circulante. Amostras de soro, plasma, FCR, liquido amniotico, urina, liquidos de derrames cavitarios, sobrenadante de 



exsudatos e ascites podem ser empregados. No entanto, os kits dispomveis estabelecem valores de referenda apenas para 
amostras de soro ou plasma. Uma das dificuldades de utilizar amostras biologicas diferentes de soro ou plasma e ajustar a 
diluigao adequada da nova amostra e avaliar os possfveis interferentes dessa amostra (ver Capftulo 11). 

As protemas de fase aguda, como referido anteriormente, sao produzidas em elevada quantidade em decorrencia de 
agressoes, lesoes e necroses teciduais. Essa produgao e resultado do aumento da srntese proteica hepatica por estfmulo de 
citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a) liberadas do processo inflamatorio iniciado. A concentracao dessas protemas de fase aguda 
tem boa corrclacao com a extensao da agressao inicial, e a sua producao desvia os pad roes de srntese hepatica, com consequente 
rcducao da albuminemia, por consumo e diminuigao da srntese. A determinagao da albumina serica serve como marcador 
negativo da inflamagao, ou seja, havera um decrescimo da albuminemia, nem sempre evidente, pois pode nao atingir valores 
inferiores ao normal. Outras podem expressar um aumento menos intenso, dificultando a avaliagao do resultado de uma unica 
amostra quando se desconhece a concentragao de referenda do paciente antes do episodio agudo, como as protemas do sistema 
complemento. 

As fun goes das protemas de fase aguda sao diversas e nem todas claramente estabelecidas. Processos de agressao ao 
organismo iniciam o processo inflamatorio com afluxo de leucocitos para o local, e consequente produgao e liberagao de 
citocinas, mediadores inflamatorios e enzimas proteoliticas. O papel das protemas de fase aguda ainda e objeto de investigagao, 
mas parece que estao envolvidas tambem na remogao de restos celulares e na inibigao dos processos enzimaticos proteoliticos 
da inflamagao, minimizando a lesao em torno do foco do processo e auxiliando na cicatrizagao. Algumas protemas de fase 
aguda tem a fungao de confer a agao das proteases [alfa-l-antitripsina (AAT)], reduzindo assim a destruigao de tecidos que 
estao nas areas circunvizinhas da lesao. Outras tem a fungao de recolher e transportar restos celulares do local, conservando 
substancias vitais como ions ferro [haptogloblina (HPT)]. E ao final, para iniciar o processo de cicatrizagao, a quantidade de 
fibrina requerida e obtida do fibrinogenio plasmatico. 

Pacientes com deficiencia congenita de alguma das protemas, ou com comprometimento hepatico decorrente do uso de 
drogas ou portadores de doengas como cirrose, ou, ainda, em doengas com perda proteica, apresentarao menor expressao do 
aumento das protemas de fase aguda. 

A indicagao clinica de ocorrencia de processos agudos pode ser medida tambem por outros parametros, como febre, 
leucocitose e aumento da velocidade de hemossedimentagao (VHS). No entanto, esses indicadores sao inespecfficos, enquanto a 
determinagao das protemas de fase aguda fornece inform agues mais distintas sobre o processo e como pacientes respondem ao 
balango lesao/cicatrizagao. Por meio do monitoramento das protemas de fase aguda tambem e possfvel acompanhar a evolugao 
do processo. 

As protemas de fase aguda incluem PC-R, GPA, AAT, HPT, protemas do sistema complemento e protefna amiloide A 
[tambem chamada de amiloide serico A (SAA)]. 

O nfvel de aumento de cada uma delas no processo e variado de acordo com a extensao da lesao tecidual, por exemplo: 

• PC-R pode aumentar ate dezenas de vezes seu valor normal 

• AAT e HPT duplicam ou quadruplicam o nfvel fisiologico normal. 

Peculiaridades gerais da utilizagao dos marcadores de fase aguda devem ser consideradas: 

• Certos indivfduos podem ser deficientes geneticos na produgao de alguma das protemas 

• Farmacos anti-inflamatorios, principalmente corticosteroides, reduzem o processo inflamatorio e, consequentemente, a 
produgao das protemas de fase aguda 

• Recem-nascidos, pacientes muito debilitados e indivfduos com desnutrigao proteica grave apresentam produgao limitada desses 
marcadores 

• Doengas hepaticas agudas, e especialmente a cirrose hepatica, prejudicam a utilidade das protemas de fase aguda (sintetizadas 
no ffgado) 

• Intensas e prolongadas perdas proteicas irao reduzir albumina, que e fonte para a srntese proteica das protemas de fase aguda. 
Situagoes desse tipo ocorrem em gastroenteropatias graves, desnutrigao, insuficiencia e lesao renal, e na vigencia de ascite ou 
derrames cavitarios. 

A PC-R e o marcador mais sensfvel a processos agudos, justamente porque e menos afetada por essas interferencias. 
Embora seja inespecffica quanto a causa, a determinagao da concentragao de protemas de fase aguda pode auxiliar na definigao 
do diagnostico e principalmente no acompanhamento, em amostras seriadas, como marcador cinetico de evolugao e 
prognostico. A seguir sao listadas as principals protemas de fase aguda. 



■ Protema C reativa 

Componente plasmatico que foi descrito pela primeira vez, na decada de 1930, como uma protema existente no soro de 
pacientes que se liga a fracao C de pneumococos e que aparecia aumentado na vigencia dessa infeccao. Esse aumento era 
detectavel por tecnicas simples como a precipitacao em meio llquido, o que facilitava seu estudo. Posteriormente, verificou-se 
que essa protema de fase aguda esta aumentada sempre que ha lesao e/ou necrose teciduais e tambem se liga a outros 
polissacarldios e lipoprotelnas, nucleoprotelnas e derivados de fosforilcolina. Essa capacidade de ligagao justifica que seja 
considerada protema removedora, mas tambem pode funcionar como opsonina para fagocitose e participar da ativagao do 
sistema complemento via alternativa. 

Em relagao a VHS, a PC-R e um marcador mais precoce de fase aguda e tambem retorna a valores normais antes, devido a 
meia-vida curta, de algumas horas, apos a intcrmpcao do processo inflamatorio. Por outro lado, ao contrario dos interferentes do 
exame VHS, a dosagem de PC-R nao e influenciada por anemia, policitemia, macrocitose, insuficiencia cardiaca congestiva e 
hipergamaglobulinemia. 

A dctcrminacao da concentracao serica de PC-R e util para monitorar, identificar e acompanhar: 

• Processos agudos infecciosos e inflamatorios 

• Processos de isquemia ou infarto de outros tecidos 

• Infarto agudo do miocardio, com pico maximo em 12 a 48 h apos o infarto 

• Lesoes teciduais ou necroses por qualquer etiologia, inclusive tumorais 

• Queimaduras, traumatismos, pos-cirurgico 

• Reagudizacao de processos reumaticos autoimunes ou inflamatorios 

• Processos com mecanismos de hipersensibilidade por imunocomplexos (vasculites e glomerulonefrite) 

• Evolugao e terapeutica. 

Valores de PC-R persistentemente elevados indicam que o processo continua e provavelmente tem causa infecciosa. A 
pesquisa de PC-R em amostras de LCR raramente e utilizada, mas e descrita como marcador auxiliar diferencial de meningites 
viral e bacteriana, com valores menores na etiologia viral. 

Em sangue de cordao umbilical, achados de valores elevados de PC-R (acima de 13 mg/df) sugerem corioamnionite 
(ruptura prematura de membranas). 

Os metodos de aglutinagao rapida em latex sao muito usados na triagem, e a imunoturbidimetria e utilizada para quantificar 
amostras com valores alterados. Os soros utilizados sao pobclonais, aumentando a eficiencia do metodo. Para determinar a PC- 
R, um dos criterios mais importantes e a rapidez de execugao do ensaio. 

■ Alfa-1-gIicoproteina acida 

E chamada tambem de orosomucoide ou mucoproteina e sua dctcrminacao vem substituindo a antiga dosagem de 
mucoprotelnas com vantagens de sensibilidade e especificidade. 

GPA e uma protema de cerca de 44 kDa com alto conteudo de carboidratos, o que dificulta sua identificagao na 
eletroforese que usa corantes especificos para protelnas. Embora sua fling ao nao seja clara, e considerada protema de fase aguda 
que pode permanecer elevada por perlodos mais longos que a PC-R, inclusive servindo de marcador de monitoramento de 
alguns processos cronicos autoimunes e reumaticos. 

Quando a GPA esta em niveis elevados, pode interferir na biodisponibilidade de alguns medicamentos como a lidocalna, 
pois se formam complexos GPA-farmaco que mantem o medicamento inativo. 

Valores aumentados de GPA em ate 50% do valor normal sao observados em processos inflamatorios agudos e cronicos, 
algumas neoplasias, doengas autoimunes, traumas, queimaduras, e tambem em obesos e no uso de medicamentos indutores 
enzimaticos. Valores reduzidos sao observados na vigencia de doenca hepatica cronica, estados desnutricionais, smdrome 
nefrotica e gastroenteropatias com perda proteica. 

■ Haptoglobina 

Sua principal funcao biologica e a cornplexagao de hemoglobina livre (Hb), sendo os complexos HPT-Hb removidos por 
hepatocitos com consequente armazenamento do ferro. Como tambem e produzida na fase aguda de processos de lesao tecidual, 
a concentracao de HPT circulante pode depender do balance da slntese aumentada e do consumo pos-hemolise, se a hemolise 
estiver ocorrendo. 

Baixos niveis de HPT sao observados pos-hemolise e por deficiencia hepatica ou perdas proteicas. O aumento pos-lesao 


tecidual pode ser detectado no exsudato inflamatorio e no plasma ou soro. 

A principal indicagao da determinagao da HPT e o acompanhamento de possfveis processos hemoliticos intravasculares, 
como a hemolise cronica (esferocitose hereditaria, deficiencia de piruvato quinase), e na investigagao de reagao pos- 
transfusional, quando a dosagem deve ser feita na amostra pre-transfusao e em amostra coletada 6 a 24 h pos-transfusao. 

■ Proteinas do sistema complemento 

A concentragao serica de C3 c e C4 reflete o resultado do balance: 

• Sfntese aumentada por estimulo de resposta aguda versus consumo no local da lesao. 

O componente C3 entra na ati vacao da cascata de formagao do complexo de ataque a membrana, independentemente da via 
ativada (classica, alternativa ou das lectinas). Ja o C4 participa da via alternativa e e componente importante da via classica. 
Devido a labilidade do componente C3, prefere-se determinar a concentracao do fragmento C3 c. Assim, na avaliagao do 
sistema complemento como marcador de fase aguda sao determinadas as concentracoes de C3 c, C4 e CH50. 

Nos processos agudos, as proteinas do complemento comportam-se como proteinas de fase aguda, com leve aumento da 
concentracao, refletindo o estimulo da sintese hepatica. A caracteristica de marcador de inflamacao do sistema complemento 
torna util seu estudo investigativo e de acompanhamento em doengas reumatologicas, infeegoes, doencas renais e 
hematologicas. 

A determinagao dos componentes do sistema complemento tambem pode incluir o C5, por exemplo, em doengas 
dermatologic as como penfigoide bolhoso e epidermolise bolhosa, devido a deposigao predominante desse componente em 
membrana basal de pele. 

Nos processos cronicos, como doengas autoimunes do tecido conectivo, em fase ativa, devido ao consumo pelos 
imunocomplexos (hipersensibilidade tipo III), sao esperados valores diminuidos das proteinas do sistema complemento, 
principalmente na fase de recidiva/reagudizagao. Valores reduzidos de C3 c e C4 tambem sao encontrados em pacientes com 
glomerulonefrites por imunocomplexos apos infeegoes por estreptococos. 

As deficiencias de fatores do sistema complemento, quantitativas ou funcionais, aparentemente sao raras, e podem ser 
investigadas pela determinagao dos componentes especificos ou pela prova funcional de atividade do sistema complemento. 
Nos pacientes com insuficiencia hepatica grave ou cirrose, ha reduzida produgao das proteinas do sistema complemento. 

O papel importante do sistema complemento desde a fase primaria de infeegoes determina quadras clinicos de 
imunodeficiencia em individuos deficientes de complemento. De modo curioso, a deficiencia de IgG tambem leva a redugao da 
concentragao do componente Clq, possivelmente porque a ligagao de Clq a IgG deve protege-lo do catabolismo. 

Deposigao de proteinas do complemento, especialmente C5b, em tecidos pode ser observada por imuno-histoquimica ou 
imunoperoxidase utilizando anticorpos anti-C5b conjugados com marcadores fluorescentes ou enzimaticos. 

■ Proteina A amiloide serica 

E uma proteina presente em baixas concentracoes no soro. Esta relacionada com a proteina A amiloide fibrilar presente em 
tecidos. Aparentemente a SAA e precursora da proteina A fibrilar de tecidos. A proteina A de tecido esta associada com 
amiloidose secundaria decorrente de processos inflamatorios, na qual nao ha deposigao de cadeias leves de imunoglobulinas. 
No soro, a SAA tem massa molecular de 100 a 180 kDa, e, nos tecidos, as porcoes de proteina amiloide sao menores, cerca de 
12 kDa. 

Nos processos inflamatorios agudos, principalmente na vigencia de amiloidose secundaria, ocorre um aumento 
significativo da SAA circulante. Esse marcador ainda nao e usual em laboratorio clinico, mas faz parte do estudo de amiloidose. 

■ Proteinas inibidoras de proteases 

O processo inflamatorio induz produgao de enzimas proteoliticas e do tipo serinoproteases a partir da ativagao dos sistemas 
complemento, da coagulagao, fibrinolitico e das calicreinas. Essas proteases, alem de mecanismos importantes de 
citotoxicidade, podem ser responsaveis por acrescentar efeitos lesivos a tecidos onde estejam presentes. 

A modulagao dessas enzimas e feita por proteinas com fungao de inibigao de proteases, sendo a AAT a mais abundante, 
neutralizando tripsina, calicreina, renina, uroquinase, plasmina, colagenase e elastases, especialmente elastase lisossomal 
liberada de polimorfonucleares (PMN). 

Assim, o principal papel da AAT e regular a extensao do processo lesivo inflamatorio. Sua agao e maior em pH 
ligeiramente alcalino, dai seu papel ser mais importante no trato respiratorio que no gastrintestinal. 


Sao descritos alguns alotipos (polimorfismo genetico) da AAT, sendo mais frequente o tipo inibidor da protease tipo M 
(PiMM, protease inhibitor type M), e a capacidade inibitoria e diretamente proporcional a esse fenotipo. 

Na vigencia de processo inflamatorio agudo, e menos frequentemente cronico, observa-se aumento de 3 a 4 vezes o valor 
normal, com pico em 24 h. Valores muito aumentados sao observados em tuberculose e adenocarcinomas. 

Embora a determinagao da concentragao de AAT seja indicada tambem para monitorar processos agudos, e comum a 
suspeita de deficiencia na produgao dessa protema, por etiologia genetica ou por insuficiencia hepatica. 

Em deficientes homozigotos, e descrita a colestase neonatal com evolugao rapida para cirrose, e em heterozigotos ha maior 
risco para doengas hepaticas, do tecido conectivo e glomerulonefrites. Na deficiencia de AAT associada com tabagismo, 
verifica-se enfisema pulmonar de progressao rapida. 

Alem da AAT, tambem estao incluidas entre as proteinas inibidoras de proteases, alfa-2-macroglobulina, inibidor de Cl 
esterase, antitrombina III, protema C e antiplasmina, que podem ser investigadas no laboratorio clinico. 

A alfa-2-macroglobulina inibe amplo espectro de proteases, incluindo tripsina, trombina e colagenase, podendo ser 
detectada por metodos simples como imunodifusao radial, turbidimetria e nefelometria. A determinagao da concentragao de 
inibidor de Cl esterase e importante na suspeita de angioedema hereditario, ocasionado pela deficiencia ou disfungao desse 
inibidor que, alem de inibir os componentes iniciais da ativagao do complemento via classica. Cl s e Clr ativados, tambem 
participa da inibigao de outros fatores dos sistemas da coagulagao e fibrinolitico. 

Na Tabela 14.1 sao listadas as principals proteinas de fase aguda, fungao biologica e alteragoes no processo inflamatorio. 

■ Proteinas sericas 

Sao chamadas com mais frequencia de proteinas plasmaticas, independentemente do material biologico ensaiado. A 
determinagao da concentragao total de proteinas plasmaticas fornece informagao sobre o status nutricional do paciente ou para 
acompanhamento de doengas associadas com perdas proteicas. O uso do soro para essa analise exclui o fibrinogenio. O ensaio 
para determinar proteinas totals utiliza tecnica de principio quimico, metodo de Lowry, no qual ions Cu +2 em meio alcalino 
reagem com compostos com mais que duas ligagoes peptidicas formando um complexo quimico de cor violeta. 


Tabela 14.1 Principals proteinas de fase aguda, fungao biologica e alteragoes no processo inflamatorio. 


Protema 

Fungao biologica 

Inicio da 

alteragao 

(horas) 

Pico (dias) 

Magnitude da 

resposta 

Protema C reativa 

Ativar complemento, opsonizagao, 
citotoxicidade, ligar polissacaridios, 
lipoproteinas 

6 a 8 

2 a 3 

TTTT 

Alfa-1 -glicoproteina 

acida 

Transportar proteinas 

24 a 48 

4 a 5 

T 

Haptoglobina 

Remover hemoglobina livre 

6 a 12 

12 a 48 

tt 

Sistema complemento 

Opsonizagao, anafilatoxina, 

citotoxicidade, quimiotaxia 

12 a 24 

24 a 72 

(> para redugao) 

t ou 

|| (consumo) 

Alfa-1 - anti tripsina 

Inibidor de proteases 

Regula extensao do processo 

12 a 24 

24 a 48 

tt ou 

|| (deficientes) 

Alfa-2-macroglobulina 

Inibidor de proteases 

24 a 48 

Variavel 

| ou 

Protema A amiloide 

serica 

Inibidor de HDL, inibir resposta celular 

6 a 8 

Variavel 

ttt 


Melhor caracterizagao das proteinas plasmaticas e realizada pela eletroforese de proteinas, que e a migragao de moleculas 
carregadas em um solvente condutor sob influencia de corrente eletrica. As proteinas possuem cargas positivas e negativas e, de 


acordo com seu pi e variagoes de pH do meio, podem migrar para o polo positivo ou negativo. Outra tecnica de identificacao 
semiquantitativa para protemas e a IEF, que combina a eletroforese e a imunodifusao com soros contendo anticorpos 
antiprotefna (ver Capftulo 5). 

Por IEF e possfvel identificar cerca de 25 diferentes protemas plasmaticas: 

• Albumina e pre-albumina 

• Fragao ap AAT, GPA e alfalipoprotefna 

• Entre a fragao ai e fragao a 2 : alfa-l-antiquimitripsina, Cl s, Clr, inibidor de C 1 esterase, ceruloplasmina 

• Fragao a 2 : HPT, alfa-2-macroglobulina, ceruloplasmina, betalipoprotelnas 

• Regiao Pi e (1 2 : componentes fator B, C3, C4 e C5 do sistema complemento, transferrina, antitrombina III, hemopexina e uma 
parte das imunoglobulinas, IgA em maior quantidade e apenas parte da IgM e IgG 

• Fragao gama corresponde as imunoglobulinas IgG, IgM e IgA, alem do Clq do complemento, PC-R, fibrinogenio, 
plasminogenio. 

Em amostras de soro nao se detectam fibrinogenio e plasminogenio, e como a IEF nao detecta valores normais de Clq e 
PC-R, tem-se na fragao gama o alvo para estudar as imunoglobulinas policlonais ou monoclonais. As principals protemas 
plasmaticas que comumente sao quantificadas por imunoensaios sao a pre-albumina, a albumina, as protemas do sistema 
complemento e as imunoglobulinas. 

■ Pre-albumina 

E definida na eletroforese como a unica fragao que migra mais rapido que a albumina, estando presente em concentragao serica 
muito baixa. Possui meia-vida muito curta, cerca de 2 dias, e sua taxa de srntese e muito sensfvel a ingestao adequada de 
protemas, sendo utilizada como um marcador nutricional de curto periodo. 

Devido a reduzida concentragao circulante, a pre-albumina so e detectada por metodos sensfveis, como a nefelometria. Na 
eletroforese de soro ou plasma, quando aparece a fragao pre-albumina, e mais provavel que seja apolipoproteina (Apo), que e 
possfvel detectar em pacientes heparinizados. 

As fungoes da pre-albumina sao a ligagao de parte da tiroxina e o transporte de vitamina A. A protefna ligante de retinol 
tem tambem a fungao de transportar a vitamina A, mas como e muito pequena acaba excretada na filtragao glomerular, 
enquanto a vitamina A ligada a pre-albumina mantem-se circulante e pode ser disponibilizada para todo o organismo. 

Uma variante da pre-albumina, detectavel por estudos geneticos, e fonte para a sfntese de um componente amiloide 
betafibrilar, associado a amiloidose familiar com polineuropatia. 

Como a conformagao espacial da pre-albumina e mais compacta que a albumina, a pre-albumina atravessa mais facilmente 
para o espago do LCR, onde pode ser visualizada de forma bem definida na eletroforese e no eletroferograma dessa amostra. A 
identificagao da banda pre-albumina em uma fita de eletroforese sempre indica que a amostra ensaiada era LCR. 

Albumina 


Possui massa molecular de cerca de 66 kDa e tem fungao importante na manutengao da pressao osmotica, como fonte endogena 
de aminoacidos e no transporte de moleculas pequenas, incluindo farmacos. Albumina e o componente de maior concentragao 
serica, correspondendo a quase dois tergos do total proteico circulante. A diminuigao dos seus nfveis esta relacionada ao 
comprometimento de sfntese, por exemplo, nutrigao insuficiente, sfndrome de absorgao ou disfungao hepatica, ou a perda, por 
nefropatias, enteropatias, ou ainda ascites. 

Em algumas doengas, a diminuigao da albumina pode ser parcialmente compensada pelo aumento de outras protemas 
plasmaticas, como na cirrose, que apresenta aumento de imunoglobulinas policlonais, e na sfndrome nefrotica, que mostra 
nfveis aumentados de alfa-2-macroglobulina. 

A presenga de albumina na urina e considerada anormal, mesmo que em baixas quantidades. Em alguns indivfduos 
saudaveis, apos exercfcios extenuantes, tem sido observados valores detectaveis e transitorios de albuminuria. A determinagao 
de baixos valores de albuminuria, chamada de microalbuminuria, por imunoensaios sensfveis tem importancia no 
acompanhamento de pacientes diabeticos com o objetivo de detectar precocemente a nefropatia diabetica e suas complicagoes. 

No LCR, a presenga de albumina e normal em valores muito baixos, e essa determinagao serve para os estudos da 
integridade da barreira hematoliquorica, uma vez que a albumina nao e sintetizada no LCR, ou seja, toda albuminorraquia e 
proveniente do plasma por ultrafiltragao menfngea, e essa difusao depende da integridade das barreiras hematoliquorica e 
hematencefalica. 




Para determinar albumina em LCR, pode-se recorrer a concentragao previa da amostra, o que requer grande volume, ou aos 
imunoensaios de sensibilidade anahtica adequada para essa amostra. Ha, inclusive, reagentes de nefelometria ou turbidimetria 
para concentragoes muito baixas {very low concentration). 

Valores aumentados de albuminorraquia indicam aumento da permeabilidade das barreiras hematencefalica e 
hematoliquorica, causado por traumas ou inflamagao. A determinagao da proporgao de albumina no LCR/albumina serica ajuda 
a avaliar a integridade da barreira hematencefalica. Os resultados nao terao significado se ocorrer acidentes de puncao com 
sangue circulante na amostra de LCR coletada. 

Indice albumina LCR/soro = — albumina LCR (mg/dO — 

albumina soro (g/dO 

Valores ate nove sao compativeis com baixeira Integra; indices superiores a nove indicam lesao das membranas; de 9 a 14, 
discreta alteragao; entre 14 e 30, alteragao moderada; e acima de 30 ha comprometimento grave da integridade da barreira. Em 
LCR de criancas ate 6 meses, esses indices sao discretamente elevados em funcao da imaturidade das membranas. 

■ Proteinas do sistema complemento 

Como visto, a determinagao das proteinas do sistema complemento tem aplicagao como proteinas de fase aguda. Entretanto, na 
suspeita de imunodeficiencias ou de consumo por imunocomplexos, tambem e importante a aval i agao do sistema complemento. 
A seguir, resume-se a aplicagao da determinagao dos componentes do sistema complemento. 

■ Inibidor de Cl esterase. A deficiencia desta proteina que controla a ativagao do sistema complemento e caracteristica do 
angioedema hereditario. Os metodos imunometricos, enzimaticos ou turbidimetria avaliam a concentragao da proteina. Nos 
casos clinicos suspeitos em que essa avaliagao mostre resultados normals e necessario fazer o ensaio de atividade enzimatica da 
proteina, pois alguns pacientes mostram a forma inativa do inibidor de Cl esterase. 

■ Clq. A avaliagao do componente Clq em soro e litil em pacientes com imunodeficiencias, e com vasculites e urticaria. A 
redugao de Clq circulante faz com que maior numero de imunocomplexos fique circulante. IgG ou IgM complexados com 
antigenos circulantes ligam-se a Clq e assim sao removidos pelos esplenocitos, no bago, ou por macrofagos, no figado. 

■ C2. Este componente e extremamente labil e, desde a coleta, o sangue deve ser mantido em banho de gelo. Em seguida, o 
soro obtido em centrifuga refrigerada deve ser congelado ate o ensaio, preferencialmente a -80°C. Valores muitos baixos de C2 
circulante podem ser causados por deficiencia genetica, principalmente se associada com algumas moleculas de 
histocompatibilidade, HLA-A25, HLA-B18 ou HLA-DR2. Muitos desses individuos apresentam maior suscetibilidade a 
infecgoes bacterianas, mas outros mostram alguma doenga autoimune. A sindrome lupus-1ike tambem esta associada a 
deficiencia de C2. 

■ C3. A determinagao deste componente central do complemento e a mais solicitada. O C3 participa de todas as vias de 
ativagao do sistema complemento. Duas situagoes distintas ocorrem: o componente C3 e uma proteina de fase aguda e esta 
ligeiramente aumentada em processos agudos, infecciosos ou inflamatorios. Esse aumento pode nao ser percebido, pois a faixa 
de normalidade e grande. A outra situagao, mais frequente, e a investigagao de valores reduzidos de C3 circulante. Alguns 
pacientes com deficiencia de C3 mostram maior suscetibilidade a infecgoes. Contudo, o mais frequente e que os valores baixos 
sejam consequencia do consumo, principalmente por imunocomplexos, em doengas autoimunes (glomerulonefrite e vasculite). 
Pacientes com insuficiencia grave hepatica apresentam valores baixos de C3. Os metodos utilizados determinam a fragao C3 c, 
que e muito estavel e nao sofre interferencia de temperatura de obtengao e armazenamento da amostra. 

■ C4. Este e um importante componente analisado em laboratorio. Como faz parte da ativagao via classica, valores reduzidos 
concomitantes de C3 e C4 corroboram consumo por imunocomplexos, que estao frequentemente associados a doengas 
autoimunes. 

■ C5. A deficiencia de C5 e a mais frequente das imunodeficiencias que envolvem o sistema complemento. Aumento da 
suscetibilidade a infecgoes bacterianas e associagao com lupus eritematoso sistemico sao as caracterfsticas dessa deficiencia. Na 
doenga de Leiner, ocorre predisposigao a infecgoes do trato gastrintestinal e de pele com eczemas, associada a disfungao do C5, 
que esta em concentragao normal, mas falha em promover a fagocitose. 

■ C6, C7 e C8. A deficiencia de algum destes componentes reduz a fungao de citotoxicidade da ativagao do sistema 
complemento. Infecgoes graves por bacterias, especialmente Neisseria, sao frequentes nesses casos. 


■ Imunoglobulinas 



No Capltulo 2 sao apresentadas a estrutura quimica e a funcao das imunoglobulinas. Elas representam um grupo de 
glicoprotefnas relacionadas e semelhantes, compostas de cerca de 82 a 96% de protefnas e 4 a 18% de carboidratos. As 
imunoglobulinas classificam-se de acordo com a cadeia pesada H em IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. por ordem de concentracao 
serica em adulto saudavel. 

Imunoglobulina M 

E secretada normalmente como um pentamero da forma H 2 L 2 e, por isso, tem elevado peso molecular, cerca de 900 kDa. Na 
fase inicial da resposta imune primaria e na fase aguda de infecgoes, a IgM e a primeira a ser produzida, sendo considerada 
marcador de fase aguda/recente. Como e o primeiro anticorpo a ser secretado pelos linfocitos B (LB) ativados, a afinidade ainda 
e reduzida, ja que nao houve selecao dos clones de elevada afinidade, processo que ocorre mais tardiamente e visa ao 
estabelecimento de clones de memoria que serao secretores de IgG. 

A menor afinidade da IgM deve ser considerada quando e pesquisada como anticorpo nos imunoensaios, podendo inclusive 
justificar algumas reatividades cruzadas que ocorrem na present;a de elevada concentracao de IgM. A forma pentamerica da 
IgM tem dez sitios combinatorios e, assim, e o melhor anticorpo para as tecnicas de aglutinagao e precipitacao. Tambem 
promove mais facilmente a intcracao concomitante do antfgeno e facilita a ativagao do sistema complemento. 

Essas caracterfsticas permitiram o desenvolvimento dos primeiros testes imunologicos (i m unopi'ec i pi tacao, aglutinagao e 
reaqao de fixagao do complemento), ainda no infcio do seculo 20, que mostraram razoavel eficiencia na fase aguda das doencas, 
mas nao conseguiam com a mesma eficiencia, por falta de sensibilidade, detectar todos os casos de infeccao cronica e de cura, 
quando o predominio fosse de IgG. 

A forma monomerica da IgM apresenta-se inserida na membrana de LB e e receptora de antfgenos nessas celulas, podendo 
ser detectada em autoimunidades. A deficiencia seletiva de IgM raramente e descrita. 

Imunoglobulina G 

E a principal imunoglobulina constituindo o anticorpo da resposta secundaria (imunidade de memoria), possui quatro subclasses 
e atravessa a placenta. No recem-nascido, os anticorpos presentes sao IgG materna, exceto se tiver havido infeccao intrauterina, 
quando o bebe pode apresentar imunoglobulinas produzidas por ele, dentre as quais a IgM. 

A IgG fixa complemento, e varias celulas fagocfticas possuem receptores para fragmento cristalizavel (Fc) de IgG, que e 
chamado tambem de opsonina (facilitador da fagocitose). Celulas natural killer (NK) tambem possuem receptores de Fc de IgG, 
o que direciona a especificidade citotoxica dessas celulas. 

A deteccao de anticorpos IgG especfficos nao esclarece se a infeccao e recente ou passada. Nesses casos a avaliacao da 
avidez do soro pode auxiliar a definir o caso, ja que anticorpos IgG de baixa afinidade sao produzidos inicialmente, e os de alta 
afinidade sao selecionados para resposta de memoria imunologica. 

Subclasses de IgG 

Foram identificadas a partir de estudos utilizando soro de coelhos imunizados com IgG monoclonal de soros de pacientes com 
mielomas. Os soros policlonais obtidos conseguiam identificar e absorver quatro fracoes distintas de IgG, que foram 
denominadas IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4. 

Na decada de 1980, com a tecnologia de producao de anticorpos monoclonais, pode-se identificar e estudar a funcao dessas 
subclasses. A homologia entre as fracoes Fc de cada subclasse de IgG e de cerca de 95%. A maior heterogeneidade ocorre na 
regiao da dobradica entre os domlnios CH2 e CH3 da cadeia pesada, determinando diferencas na flexibilidade da molecula, de 
acordo com as pontes dissulfeto intercadeias H. Outra diferenca e na localizacao da ponte S-S com a cadeia leve, pois a IgGl 
tem cisteina no aminoacido 220 e as outras subclasses, na posicao 131. 

Embora ainda pouco estudados, ha tambem alotipos IgG distintos na populacao, que correspondem a pequenas diferencas 
nas sequencias de aminoacidos da cadeia H. Esses alotipos sao marcadores geneticos, mas provavelmente nao implicam 
variacoes de funcao. Na Tabela 14.2 sao apresentadas algumas propriedades das subclasses de IgG. 

Imunoglobulina A 

O monomero e encontrado circulante. Na forma dimerica e com a Fc protegida pelo componente S (secretor), a IgA e 
encontrada nas secrecoes e na saliva, onde representa a principal imunoglobulina, justamente por ser mais resistente a 
degradacao enzimatica nesses locais. No ser humano, e encontrada em elevadas concentracoes no colostro e no leite materno, 
com importante papel de defesa para o bebe. Poucos testes imunologicos de deteccao de anticorpos da classe IgA estao 


dispomveis no mercado. Um dos problemas nessa determinagao e que a deficiencia seletiva de IgA e frequente na populagao 
humana, relatada como 0,1%. Portanto, esses testes requerem obrigatoriamente que se verifique previamente se a amostra 
contem IgA detectavel. 

Ha duas subclasses de IgA: aquela predominante no soro e IgA2 dimerica nas secrecoes, associada ao componente 
secretor, o qual e produzido por celulas epiteliais de mucosas. Na passagem por essas celulas, a IgA dimerica se liga a esse 
componente. 

A determinacao de IgA secretora em saliva e solicitada para pacientes com maior frequencia de infecgoes orais e 
gastrintestinais. Os anticorpos utilizados nesse ensaio devem reconhecer o componente secretor ligado a Fc da IgA. A IgA 
secretora parece ter papel tambem na proteg ao a alergias, pois, ligando-se a moleculas alimentares e derivadas de 
microrganismos nao patogenicos, evitaria que fossem absorvidos e induzissem respostas alergicas. Essa hipotese e corroborada 
pelo achado de maior frequencia de alergias respiratorias e alimentares em imunodeficientes IgA. 

Imunoglobulina E 

Tem como caracterfstica a baixa concentragao serica e cerca de 100 aminoacidos adicionais na porgac Fc, formando o quinto 
domlnio da cadeia H, com elevada afinidade para o receptor FceR de mastocitos e basofilos, celulas que contem mediadores 
autacoides, como a histamina e a serotonina. Por essa razao, e chamada de imunoglobulina anafilatica. Curiosamente, esta 
envolvida na resposta imune a helmintos, embora, devido a menor concentragao em relagao a IgG, seja diffcil a sua dcteccao em 
testes imunologicos de IgE especlficos. 


Tabela 14.2 Propriedades das subclasses de IgG. 


Propriedades 

Subclasse 





IgGI 

igG2 

igG3 

igG4 

Massa molecular (kDa) 

150 

150 

170 

150 

Aminoacidos na dobradiga 

15 

12 

62 

12 

Pontes S-S na dobradiga 

2 

4 

11 

2 

Valores em adultos (media) em mg/d t 

490 a 1.140 

(700) 

150 a 640(380) 

20 a 110(51) 

8 a 140 (56) 

% total de IgG 

45 a 75 

15 a 50 

2 a 8 

1 a 12 

Meia-vida (dias) 

21 

21 

7 

21 

Transferencia placentaria 

++ 

+ 

++ 

++ 

Resposta para protemas 

++ 

+/- 

++ 

+/- 

Polissacarldios 

+ 

++ 

- 

- 

Alergenios 

+ 

- 

- 

++ 

Ativagao de complemento via classica (Clq) 

++ 

++ 

+++ 

- 

Ligagao a receptor Fey em macrofagos 

++ 

+/- 

+++ 

+ 

Ligagao a protefna A 

++ 

++ 

+ 

++ 


No estudo das alergias tipo I, sao realizados exames de dcteccao de anticorpos IgE antialergenios especlficos. Estao 
dispomveis testes com dezenas de alergenios, paineis para alergia respiratoria (antlgenos de acaros, poeiras, fungos, insetos, 
pelos e epitelios de animais etc.), alimentar (oleaginosas, frutos do mar, carnes, leguminosas, cereais etc.) e ate alguns farmacos, 
corantes e conservantes (ver Capltulo 30). 

A reduzida concentragao de IgE. mesmo nos casos de alergicos, faz com que apenas testes muito sensfveis consigam 
detectar essa imunoglobulina. O metodo imunoenzimatico com substrato fluorigenico e fase solida com area expandida 


(polimeros de celulose ativada, microparticulas) e o mais indicado, e substituiu o radioimunoensaio (ver Capitulo 8). 

Imunoglobulina D 

E expressa em LB juntamente com a IgM monomerica de superficie. Esta presente apenas no LB em diferenciacao apos 
ativagao antigeno-especifica, mas nao em plasmocitos secretores de anticorpos. Nao e estudada como anticorpo serico no 
imunodiagnostico. 

Produgao intratecal de IgG 

Os imunoensaios para pesquisa de anticorpos no LCR devem ser interpretados com atengao. Imunoglobulinas atravessam as 
barreiras hematencefalica e hematoliquorica lesadas ou com aumento de permeabilidade, consequencia de inflamagao 
(meningites). 

Para validar os resultados positivos para anticorpos em LCR, deve-se avaliar se, de fato, as imunoglobulinas estao sendo 
produzidas no sistema nervoso central (SNC). 

O SNC e um sitio imunologicamente privilegiado, ou seja, nao mantem resposta imune de memoria, e apenas se houver 
processo local de infecgao ou autorreatividade (antigenos exogenos ou autoantigenos) e que ocorre a resposta imune. O LCR 
expressa de maneira indireta o que acontece no espago intravascular do SNC, dai sua grande utilidade como especime de analise 
laboratorial. 

Os imunoensaios em LCR devem ser padronizados para essa matriz. O LCR e muito menos rico em proteinas que o soro 
ou o plasma, e, como a interagao antigeno-anticorpo acontece melhor em meio proteico, o diluente da amostra deve suprir a 
deficiencia de proteinas do LCR. Outro problema e ajustar a diluigao adequada para o teste. A regra e que no LCR as 
concentragoes de anticorpos sejam muito menores do que no soro. O LCR e produzido continuamente e reabsorvido, o que 
torna o local da pungao, lombar ou suboccipital, mais uma variavel a ser considerada. 

Um indice que ajuda a definir que esteja ocorrendo produgao intratecal de IgG e a determinagao paralela das concentragoes 
totais de albumina e tambem de IgG nas amostras de LCR e de soro. Os valores na amostra de soro sao expressos em e/df e na 
amostra de LCR em mg/di. 


fndice 1: IgG LCR -s- Alb LCR 

IgG LCR x Alb soro 

Indice 2: - --- 

IgG soro x Alb LCR 

Ha evidencias de sintese intratecal de IgG se: indice 1 > 0,27 e indice 2 > 0,70. A sintese intratecal de IgG indica processo 
imune local (agente infeccioso ou autoimune). Nesses casos, a detecgao de anticorpos especificos no LCR mostra elevado valor 
preditivo positivo. 

■ Transferrina 

Principal proteina que migra na regiao beta (betaglobulina), e responsavel pelo transporte de ferro circulante (ion ferrico). As 
celulas precursoras de eritrocitos possuem receptores superficiais de membrana para transferrina. A determinagao da 
transferrina serica e usada para acompanhar anemias. E uma proteina de massa molecular de cerca de 79,5 kDa, com dois 
dominios homologos, cada um deles com elevada afinidade para ferro. 

A transferrina e produzida no figado, sendo regulada pela concentragao de ferro circulante e presente nas proximidades dos 
hepatocitos. Anteriormente aos metodos de imunoprecipitagao e automagao (turbidimetria e nefelometria), a concentragao de 
transferrina era estimada pelo metodo bioquimico de capacidade de ligagao do ferro, de menor precisao que os imunoensaios. 

Nas deficiencias de ferro, os valores de transferrina serica podem ate duplicar em relagao ao normal, e, como na gravidez e 
esperada alguma deficiencia de ferro, e comum um leve aumento durante a gestagao. Nesses casos, a suplementagao com 
sulfato ferroso aumenta a saturagao da transferrina e os valores circulantes da proteina voltam ao normal. 

E importante ressaltar que pacientes com grave insuficiencia hepatica podem nao produzir niveis normals de transferrina. 
Em casos de nefropatias com perdas proteicas, associadas a anemia hipocromica, a transferrina ligada ao ferro pode ser 
excretada na urina. Nos processos inflamatorios agudos, a transferrina comporta-se como a albumina, mostrando discreta 
diminuigao. 



Com a caracterfstica de migrapao compacta na regiao das betaglobulinas, a transferrina em elevadas concentrapoes pode 
simular uma beta-paraprotema na eletroforese de proteinas. A realizapao da IEF confirmara que nao e uma imunoglobulina 
monoclonal. 

■ Ferritina 

E responsavel pelo armazenamento de ferro intracelular (celulas do sistema reticuloendotelial, figado, bapo, medula ossea) e 
pode ligar ate 4.500 atomos de feiTO e tambem metais toxicos como alumlnio e berilio. A concentrapao de ferritina circulante 
em individuos sadios correlaciona-se com o estoque de ferro (1 ng de ferritina circulante, ou seja, cerca de 8 mg estoque Fe). 
Por esse motivo, a determinapao da ferritina e um bom marcador para avaliar deficiencia de ferro, mostrando valores baixos nas 
anemias ferroprivas. Em contrapartida, valores elevados de ferritina sao observados quando ha excesso de ferro (transfusao, 
hemodialise, medicapao), infecpoes e processos inflamatorios cronicos. Pacientes com deficiencia de ferro e com quadras 
cronicos podem apresentar valores falsamente normals de ferritina. A concentrapao elevada de ferritina tambem esta associada a 
algumas neoplasias, como leucemia aguda mielocftica, linfoma de Hodgkin, neuroblastoma, e nesses casos pode ser util como 
marcador tumoral no acompanhamento laboratorial do paciente. 

■ Ceruloplasmina 

E uma glicoprotema de cerca de 140 kDa. Principal protema plasmatica transportadora de cobre (95%), liga-se a ate oito atomos 
de cobre. Embora a funpao ainda nao seja clara, parece transferir o cobre ao citocromo C oxidase (vital para produpao de 
energia nos processos agudos) e serve para proteger a matriz do tecido inflamatorio de ions superoxido. 

Na sintese de colageno e elastina, tanto a ceruloplasmina quanto o cobre parecem essenciais. A atividade de oxidase da 
ceruloplasmina pode ser empregada em metodos colorimetricos para estimativa de concentrapao, mas atualmente os 
imunoensaios sao os metodos de escolha. 

Ausencia ou valores muito reduzidos de ceruloplasmina estao associados com doenpa de Wilson (processo degenerativo, 
autossomico recessivo e raro) e acumulo de cobre em tecidos, causando defeitos de reabsorpao tubular renal com excrepao de 
proteinas, glicose e outros elementos. Valores reduzidos tambem sao encontrados em pacientes com cirrose biliar primaria, 
hepatites graves e insuficiencia hepatica. 

Valores aumentados de ceruloplasmina sao observados em processos inflamatorios, especialmente na fase aguda, e em 
mulheres gestantes ou sob terapia estrogenica. 

■ Beta-2-microglobulina 

Beta-2-microglobulina (B2 M) e a cadeia constante associada as moleculas de histocompatibilidade (MHC) classe I (HLA-A, - 
B, -C), expressas potencialmente em todas as celulas nucleadas (ver Capitulo 26). 

A determinapao de B2 M livre pode ser feita em soro ou LCR. Niveis elevados de B2 M no LCR podem indicar 
envolvimento do SNC em pacientes com leucemia ou linfoma. Apos terapia intratecal (dentro do canal espinal), a determinapao 
pode ser util no monitoramento e na evolupao da doenpa. 

Proteinas plasmaticas em determinadas condigdes clmicas 

Em varias condipoes clmicas, as proteinas plasmaticas podem auxiliar no acompanhamento do paciente. Em doenpas 
inflamatorias, como artrite reumatoide e espondilite anquilosante, os niveis de PC-R podem ser relacionados com a atividade da 
doenpa. No lupus eritematoso sistemico, por sua vez, a PC-R elevada fala a favor de infeepao e nao de inflamapao. No diabetes 
nao dependente de insulina, geralmente os niveis sericos de ferritina estao elevados e essa elevapao tambem e diretamente 
proporcional ao tempo de doenpa. Alem disso, a ferritina serica tambem esta associada a aumento de risco cardiovascular. Na 
clinica, essas ferramentas sao muito importantes, pois podem auxiliar na escolha terapeutica, bem como na substituipao de 
farmacos. Nesta sepao serao abordadas as proteinas plasmaticas em duas importantes condipoes clmicas: a aterosclerose e o 
infarto do miocardio. 

■ Marcadores da aterosclerose 

A aterosclerose e uma das principals causas de morbimortalidade no mundo. O diagnostico precoce pode evitar a doenpa arterial 
coronariana, e varios fatores de risco estao associados ao prognostico, como tabagismo, obesidade, diabetes, sedentarismo e, 
principalmente, hipercolesterolemia. Estudos mais recentes tambem buscam marcadores laboratoriais sensiveis que possam 



precocemente indicar alteragoes. 

A PC-R tem sido identificada como um desses marcadores, aparecendo em concentracoes normais nos testes 
convencionais, mas ja com alteragoes discretas dentro desses valores. Para isso utiliza-se a determinagao chamada de 
ultrassensivel, que mede com acuracia a faixa dentro do normal (inferior a 9 nig/7), a qual nao era estudada nos processos 
inflamatorios, pois e encontrada em individuos saudaveis. 

Entre os marcadores de risco para a doenga coronariana e o infarto do miocardio, tem-se a determinagao da Apo A-1 e da 
Apo B, assim como o calculo da razao Apo B/Apo A-l. Em pacientes que reduzem o colesterol a custa de medicagao, a 
determinagao das Apo assume importante papel no acompanhamento do paciente. 

A Apo A-l e o principal constituinte proteico das lipoproteinas de alta densidade (HDL) e a Apo B e o constituinte das 
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Valores aumentados de Apo A-l sao observados na gravidez, nas doe n gas hepaticas e 
com uso de estrogenos, enquanto valores diminuidos sao relatados em hipolipoproteinemia, colestase, sepse e aterosclerose. 

A razao Apo B/Apo A-l mede a correlagao LDL/HDL indicando risco de aterosclerose e doenga coronariana. Quanto 
menor a relagao, menor o risco, sendo esperados valores de 0,35 a 1,15 para mulheres e de 0,45 a 1,25 para homens. 

Como as Apo estao presentes em concentracoes de mg/df, os metodos imunometricos com anticorpos policlonais 
monoespecificos sao suficientes para a acuracia do teste. 

Outros marcadores vem sendo estudados e, na medida em que resultados sao obtidos em estudos prospectivos e 
retrospectivos, alguns devem ser incorporados a rotina laboratorial em busca de marcadores que permitam estabelecer 
prognostico para aterosclerose e risco para doengas cardiovasculares. Podem-se citar alguns mais recentes: lipoproteina a, 
homocistema e peptidio natriuretico B. 

■ Marcadores cardi'acos e infarto do miocardio 

O diagnostico do infarto do miocardio utiliza marcadores laboratoriais incluindo marcadores bioquimicos, como 
creatinoquinase (CK) musculo (M) e cerebro (B), e marcadores inflamatorios, como a PC-R. Os ensaios devem ser realizados 
com rapidez e elevada acuracia. Como o processo do infarto desencadeia varias alteragoes ao longo do tempo e proporcionais a 
lesao inicial, o acompanhamento cinetico dos marcadores deve ser realizado e, portanto, os metodos devem indicar com 
eficiencia pequenas alteragoes. 

A CK e uma proteina quimerica composta de duas subunidades com atividade enzimatica: M e B. A CK-MM esta nos 
musculos esqueleticos (99%) e cardiaco. A CK-MB corresponde a 30% da CK do coragao, e apenas 1% dos musculos 
esqueleticos. Assim, a CK-MB e a subunidade mais especifica para verificar lesao de musculo cardiaco. Apenas em raros casos 
de grande extensao de lesao muscular (polimiosites, distrofia muscular ou grave trauma muscular) a determinagao da CK-MB 
pode representar o resultado de processos de musculo esqueletico. 

A determinagao da atividade enzimatica da CK nao e especifica de lesao cardiaca, e, assim, e necessario determinar a 
subunidade CK-MB. Os imunoensaios do tipo imunometrico com anticorpos policlonais e monoclonais estao disponiveis, 
utilizando metodos imunoenzimaticos ou quimiluminescencia, automatizados e liberando rapidamente os resultados. 

A CK-MB atinge niveis elevados em 18 a 24 h apos o infarto e retorna ao normal em 72 h, exceto se ocorrer novo episodio 
de necrose muscular nesse periodo, quando permanece elevado. No entanto, como nao e especifico de infarto do miocardio e 
pode estar normal em lesoes com baixo nivel de necrose cardiaca, nao e usado como marcador unico. 

Mioglobina e troponina sao proteinas cardiacas que aparecem aumentadas apos lesao do musculo cardiaco, mais 
frequentemente apos infarto. A especificidade da mioglobina e um pouco menor, pois tambem esta presente em musculos 
esqueletico e liso. Pacientes com insuficiencia renal aguda ou cronica tambem mantem niveis elevados de mioglobina. Apesar 
dessa inespecificidade, e um marcador mais sensivel que a CK-MB e a troponina-T, tendo utilidade a admissao do paciente no 
hospital. 

Os testes para determinagao de mioglobina estao disponiveis em varios formatos, competitivos e imunometricos, 
geralmente com anticorpos policlonais, e usando testes com ligantes (enzimas, quimiluminescencia, fluorocromos). Ha tambem 
os testes por turbidimetria (imunoprecipitagao), rapidos e de menor custo. 

A troponina cardiaca T (cTnT) aparece aumentada em paralelo com CK-MB, mas em niveis mais elevados e que 
permanecem aumentados durante maior intervalo. Assim, a troponina tambem e um bom marcador para confirmar infarto em 
relato de sintomas no periodo anterior a 10 dias. A cTnT faz parte do filamento contratil muscular do coragao, que tambem 
inclui miosina e actina. Embora nao seja um marcador muito precoce, e bastante especifico para indicar lesoes cardiacas. Pode 
aparecer aumentado em anginas sem infarto, mas nesses casos a CK-MB estara normal. Valores elevados de cTnT estao 
associados a maior risco de gravidade e, quando muito elevados, auxiliam o medico na decisao terapeutica. 


Uma dificuldade nos imunoensaios para determinar cTnT e a variabilidade de padronizacoes e valores de referenda. Em 
pouco tempo, essas padroni zagoes devem ser estabelecidas e valores de cut off' mais adequados devem ser preconizados. Os 
testes sao do tipo imunometrico com dois anticorpos distintos (captura e revelagao) e conjugados de elevada sensibilidade para 
o sinal (quimiluminescencia, imunofluorimetricos). 

Como visto antes neste capftulo, marcadores de fase aguda como a PC-R tambem sao empregados como marcadores 
cardfacos. A PC-R e inespecffica para causa e local da lesao, mas e sensfvel o suficiente para evitar que pacientes muito no 
imcio do processo sejam dispensados da admissao hospitalar. 

References bibliograficas 

1. Mancini G, Carbonara AO, Hermans JF. Immunochemical quantitation of antigens by single radial immunodiffusion. 
Immunochemistry. 1965;2:253-4. 

2. Craig W, Ledue T, Ritchie R. Plasma proteins: clinical utility and interpretation. Scarborough, ME: Foundation for Blood Research, 
2004 

Bibliografia 

Akintoye E, Briasoulis A, Afonso L. Biochemical risk markers and 10-year incidence of atherosclerotic cardiovascular disease: 

independent predictors, improvement in pooled cohort equation, and risk reclassification. Am Heart J. 2017;193:95-103. 

Bertouch JV, Roberts-Thompson PJ, Feng PH, Bradley J. C-reactive protein and serological indices of disease activity in systemic lupus 
erythematosus. Annals of the Rheumatic Diseases. 1983;42(6):655-8. 

Cioffi M, Rosa AD, Serao R, Picone I, Vietri MT. Laboratory markers in ulcerative colitis: Current insights and future advances. World J 
Gastrointest Pathophysiol. 2015;6(l):13-22. 

Czopowicz M, Szalus-Jordanow O, Mickiewicz M, Moroz A, Witkowski L, Markowska-Daniel I, Reczynska D, Bagnicka E, Kaba J. 

Agreement between commercial assays for haptoglobin and serum amyloid A in goats. Acta Vet Scand. 2017 Oct 2;59(1):65. 

Dodig S, Cepelak I. The potential of component-resolved diagnosis in laboratory diagnostics of allergy. Biochem Med (Zagreb). 
2018;28(2):020501. 

Gayer CRM, Pinheiro GRC, Andrade CAF, Freire SM, Coelho MGP. Avaliagao da protefna amiloide A serica na atividade cllnica da 
artrite reumatoide. Rev Bras Reumatol. 2003;43:199-205. 

Gille-Johnson P, Hansson KE, Gardlund B. Clinical and laboratory variables identifying bacterial infection and bacteraemia in the 
emergency department. Scand J Infect Dis. 2012;44(10):745-52. 

Henry JB. Clinical diagnosis and management by laboratory methods. 20. ed. Philadelphia: WB Saunders Company; 2002. 

Jeppsson JO, Laurell CB, Franzen B. Agarose gel electrophoresis. Clin Chem. 1979;25:629-35. 

Kaye TB, Guay AT, Simonson DC. Non-insulin-dependent diabetes mellitus and elevated serum ferritin level. J Diabetes 
Complications. 1993;7(4):246-9. 

Llorens X, Lagrutta SF. The acute phase host reaction during bacterial infection and its clinical impact in children. Pediatr Infect Dis J. 
1993;12:83-9. 

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr L, Randall RJ. Protein measurement with Folin phenol reagent. J Biol Chem. 1951; 193:265-8. 

Macedo AC, Isaac L. Systemic Lupus Erythematosus and Deficiencies of Early Components of the Complement Classical Pathway. Front 
Immunol. 2016;7:55. 

Manzo C, Milchert M. Polymyalgia rheumatica with normal values of both erythrocyte sedimentation rate and C-reactive protein 
concentration at the time of diagnosis: a four-point guidance. Reumatologia. 2018;56( 1): 1-2. 

Miyamoto S, Stroble CD, Taylor S, Hong Q, Lebrilla CB, Leiserowitz GS, Kim K, Ruhaak LR. Multiple Reaction Monitoring for the 
Quantitation of Serum Protein Glycosylation Profiles: Application to Ovarian Cancer. J Proteome Res. 2018; 17(l):222-233. 

Moura R. Tecnicas de laboratorio. 3. ed. Sao Paulo: Atheneu; 1997. 

Rizzo LV. Complexo principal de histocompatibilidade. In: Calich V, Vaz C. Imunologia. Sao Paulo: Livraria e Editora Revinter Ltda; 
2001. p. 165-77. 

Tourtellote WW, Staugaitis SM, Walsh MJ. The basis of intra-blood-brain barrier IgG synthesis. Ann Neurol. 1985;17:21-5. 

Turgeon ML. Diagnostic tests in medical laboratory immunology. In: Turgeon ML. Immunology & serology in laboratory medicine. 2. 
ed. St. Louis: Mosby; 1996. p. 437-44. 

Uhlar MA, Whitehead AS. Serum amyloid A: the major vertebrate acute-phase reactant. Eur J Biochem. 1999;265:501-23. 

Voltarelli JC. Febre e inflamagao. Medicina. 1994;27:7-11. 

Wu AHB. Cardiac markers. In: Wild D. The immunoassay handbook. 2. ed. London: The Nature Publishing Group; 2001. p. 623-34. 




Capitulo 15 

MarcadoresTumorais 


Adelaide J. Vaze Karen K. S. Sunahara 


Introducao 

Marcador tumoral consiste em uma molecula que, independentemente da sua III ncao (enzimatica, hormonal, ou nao funcional), e 
produzida por celulas neoplasicas e secretada nos fluidos biologicos (sangue, lfquidos cavitarios e de excreyao), com capacidade 
de ser detectada e mensurada por exames nao invasivos realizados in vitro. Geralmente, sao protemas ou seus derivados 
(glicoprotefnas, nucleoprotefnas, peptfdios) que tambem sao produzidos por celulas do tecido normal, mas em baixas 
concentrates. O papel dessas moleculas na fisiologia do organismo nem sempre e totalmente esclarecido. Os imunoensaios 
usados no estudo de marcadores tumorais sao preferencialmente realizados com a utilizaQao de anticorpos monoclonais. 

Os marcadores tumorais, alem de serem detectados nos fluidos biologicos, podem, muitas vezes, ser identificados na 
membrana das celulas dos tecidos envolvidos na neoplasia. Por exemplo, a imunofenotipagem de marcadores de membrana de 
leucocitos pode fornecer inlormacao da celula tumoral em leucemias e linfomas. 

O marcador tumoral ideal, em razao da importancia dos resultados, seria aquele que apresentasse elevada sensibilidade e 
especificidade. E evidente que essa nao e a realidade atual na aplicayao dos imunoensaios no estudo de tumores, pois a 
concomitancia desses dois parametros e diffcil de ser obtida (ver Capitulo 4). No entanto, tais marcadores consistem em uma 
ferramenta complementar importante aos exames de patologia, pois, alem da morfologia da celula tumoral, e possfvel tambem 
utilizar anticorpos marcados para revelar a prcsenca de determinadas moleculas tumorais. Dessa forma, e importante que, durante 
a coleta do material para exames, raspados de tecidos e biopsias, haja cautela em manter a antigenicidade dessas moleculas, o que 
nem sempre ocorre, uma vez que ha necessidade de preserva£ao e fixa£ao das celulas e cortes histologicos para analise 
anatomopatologica. 

O marcador tumoral ideal nao existe, mas os existentes e aplicaveis seriam mais bem denominados de marcadores 
associados a tumores. O conceito de associayao preve que a frequencia de um determinado marcador na populacao doente seja 
significativamente maior do que na populayao-controle. Esses marcadores, apesar de ressalvas, vem sendo muito utilizados pelas 
vantagens de poderem ser determinados em amostras de soro e por serem sensfveis para detccyao precoce de 
recidivas/metastases. A seguir, sao listadas as caracterfsticas ideais de um marcador tumoral: 

• Elevada sensibilidade: detectavel apos pequeno numero de celulas sofrerem alteracao fenotfpica e produzirem o marcador, o que 
aumentaria a precocidade do diagnostico. A sensibilidade pode ser incrementada pelo uso de testes imunoenzimaticos com 
reveladores do tipo luminescencia, fluorescencia ou radioatividade, que aumentam a intensidade do sinal de detccyao do 
imunocomplexo. A detccyao do sinal pode ser amplificada com o sistema de dois conjugados, como biotina-avidina (ver 
Capftulos 7 e 8) 

• Elevada especificidade: a molecula deve ser preferencial ou exclusivamente produzida por celulas tumorais. Assim, o marcador 
tumoral estaria ausente em indivfduos sadios e em doencas hiperplasicas benignas. Para garantir uma elevada especificidade e 
necessario que os anticorpos de captura e revelacao sejam muito especfficos, o que e possfvel com o emprego de anticorpos 
monoclonais. A Figura 15.1 ilustra o conceito de um teste sandufche bimonoclonal, ideal para a detcrminacao de marcadores 
tumorais. E importante ressaltar que, ainda que o resultado seja especffico, o resultado positivo deve ser interpretado no 
contexto do conhecimento acerca da molecula detectada. 

Sendo assim, para interpretar o resultado, deve-se levar em conta: 

• Meia-vida: a molecula tumoral com meia-vida reduzida seria rapidamente metabolizada (algumas horas ou poucos dias) e assim 
sua concentra 5 ao refletiria rapidamente a expansao ou a redugao da massa tumoral 




• Concentrapao proporcional a massa de celulas tumorais: esta condipao, como anteriormente mencionada, poderia auxiliar na 
decisao da escolha terapeutica. Embora nao seja totalmente verdadeiro, 6 claro que concentrapoes muito elevadas ou 
associapao com outros marcadores podem, em um estudo retrospectivo, informar dados que permitam estabelecer algum 
criterio prognostico 



Figura 15.1 Esquema de imunoensaio com ligante revelador, tipo sandufche, para determinar moleculas, utilizando anticorpos 
monoclonais para diferentes epitopos na molecula. 

• Ensaios quantitativos: os ensaios deveriam ser quantitativos, mas a determinapao de um marcador tumoral geralmente nao serve 
para diagnostico. No entanto, uma vez estabelecida e confirmada sua associapao com a neoplasia presente, essa determinapao 
servira para acompanhamento do caso ao longo do tempo. Nesse acompanhamento cinetico, e crucial que os resultados possam 
ser comparaveis em exames sucessivos a determinados intervalos de tempo. 

Por fim, os resultados deveriam ser discriminatorios e bem definidos para separar pacientes com neoplasia (primaria ou 
metastase) da populapao sem a neoplasia. Infelizmente, ha uma sobreposipao de resultados incluindo os dois grupos, o que 
significa que resultados falso-positivos e falso-negativos ocorrem. 

Como ja dito, os metodos imunometricos requerem uma padronizapao analftica precisa e reprodutfvel, sendo tambem 
dependente da evolupao dos reagentes, ou seja, da tecnologia de anticorpos monoclonais. Nao obstante, ainda sao necessarios os 
calibradores primarios ou secundarios, alem de rigoroso controle de qualidade intraensaio usando controles de concentrapao 
conhecidos dentro da faixa de detecpao linear do teste (controles alto, medio e baixo). Ademais, como o exame pode a cada 
tempo ser realizado em locais distintos, e necessario que haja bom coeficiente de determinapao entre os testes de diferentes 
fabricantes. Felizmente, alguns fabricantes de controles bem caracterizados tern disponibilizado amostras comercialmente. 







Uma das fronteiras do conhecimento na area de novos marcadores tumorais reside na obtengao de muitos novos anticorpos 
monoclonais a partir de imunizagac de camundongos com extratos de tumores. Isso nem sempre significa que sera identificada 
uma nova molecula tumoral, pois nessas moleculas ha determinantes e epftopos distintos que podem ser reconhecidos por 
diferentes anticorpos. A pesquisa desses dommios antigenicos e feita em estudos retrospectivos e prospectivos com amostras 
conhecidas e justifica que, por vezes, um novo marcador seja na verdadeja conhecido, porem detectado por outro epitopo. 

Muitos marcadores tumorais apresentam alto peso molecular e com densidade alta de resfduos de agucares, podendo ate 
formar polfmeros (dfmeros, tetrameros etc.) em proporgoes diversas, variando assim os resultados obtidos em uma mesma 
amostra. Os macrocomplexos podem, inclusive, sedimentar na armazenagem das amostras que, se nao forem adequadamente 
homogeneizadas, acrescentam mais uma variavel ao ensaio. 

Como referido anteriormente, o estudo dos marcadores tumorais nem sempre se aplica ao diagnostico, embora sua 
identificagao e quantificagao no contexto de achados clmicos e exames de imagem estabelegam o rn'vel pre-tratamento. A sua 
investigagac laboratorial tern aplicagoes importantes e rotineiras na clinica medica: 

• Triagem e diagnostico: ainda muito limitados devido a baixa especificidade, mas em algumas situacbcs ja sao aplicados para 
triagem, como antigeno prostatico especifico (PSA) para cancer prostatico e calcitonina para cancer medular tireoidiano. Os 
resultados mostram maior valor preditivo quando associados a exames clmicos 

• Prognostico: em algumas situagoes os marcadores tumorais podem auxiliar na definigao da estrategia de tratamento. Por 
exemplo, antigeno carcinoembrionario (CEA) e o cancer de colon, e alfafetoproteina (AFP) e o carcinoma testicular sao 
marcadores que, quando presentes, indicam pior prognostico 

• Monitoragao do sucesso terapeutico: restrito aos casos em que, comprovadamente, o marcador esteja associado ao tumor 

• Seguimento {follow-up ): tern utilidade no acompanhamento do caso, detectando precocemente o aparecimento de metastases. 

Embora o padrao dos principals marcadores (Tabela 15.1) seja valido para a maioria dos pacientes, pode nao refletir a 
situ actio de cada um deles ou de todos eles. Por isso, geralmente esta indicada a investigacao nao apenas do marcador mais 
associado aquele tipo de tumor, mas de varios marcadores, de modo que, se algum ou alguns deles venham a se confirmar como 
associados ao tumor, possam servir para o acompanhamento. 

Resposta imunologica e os tumores 

Considerando que a celula neoplasica deve ser eliminada, espera-se que o sistema de defesa assuma papel importante na 
vigilancia aos tumores. Esse conceito e enfatizado pela maior frequencia de tumores em individuos imunocomprometidos, 
principalmente nos casos da diminuigao da resposta de linfocitos T. Portanto, em muitas situacbcs, a imunoestimulacao e 
importante coadjuvante na terapeutica do cancer. De fato, se imaginar que a grande maioria da populagao esta exposta aos 
mesmos fatores etiologicos exogenos associados ao desenvolvimento de celulas neoplasicas, e facil aceitar que a resposta de 
defesa tenha participagao importante naqueles que nao desenvolvem o cancer. 

O conceito de imunocomprometimento tern sido assumido por alguns autores como preferencial em relagao ao termo 
imunodeficiente, e imunocomprometido pode ser definido como o estado de nao resposta funcional, devido a algumas 
circunstancias que as vezes causam deplegao de um compartimento imune especifico, as vezes, consequente a disfungoes 
induzidas por agentes fisicos, biologicos e quimicos (ver Capitulo 28). Entre estes ultimos, tem-se os farmacos 
imunossupressores, inclusive anti-inflamatorios corticosteroides, e medicamentos citotoxicos diretos, usados na prevengao e no 
tratamento de rejeigao a transplantes, no controle de doengas autoimunes e na terapeutica antineoplasica. Alguns tipos de 
neoplasias parecem mais associados ao estado imunocomprometido por uso de imunossupressores, como o sarcoma de Kaposi, 
cancer de pele e linfoma nao Hodgkin. Pacientes em uso prolongado de farmacos citotoxicos mostram maior frequencia de 
leucemias e linfomas, e aqueles expostos a radiagao mostram maior associagao com tumores solidos. 

Todos os componentes efetores do sistema de defesa, independentemente de respostas especifica e/ou inespecifica, 
contribuem potencialmente para a eliminagao de celulas tumorais. Contudo, e a resposta de linfocitos T (resposta imune celular) 
que parece estar mais diretamente envolvida no controle do desenvolvimento e do crescimento das celulas tumorais. 

Os linfocitos T CD4+ {T helper) sao tambem responsaveis por mecanismos efetores contra celulas alteradas ou infectadas 
por liberarem citocinas que ativam outros compartimentos de defesa, incluindo fagocitose, ati vagac de celulas natural killer (NK) 
e prcdugao de anticorpos e ativaqao do subgrupo de linfocitos T CD8+ com potente aqao citotoxica. 

Os linfocitos T CD8+ sao importantes na lise direta de celulas infectadas e tumorais, e sua aqao e restrita as moleculas de 
histocompatilidade HLA classe I, presentes em todas as celulas do indivfduo. Os linfocitos CD8+ citotoxicos sao induzidos a 
proli Icrac;ao por a 5 ao de citocinas liberadas por linfocitos CD4+. como interferon (IFN)-y, fator de necrose tumoral (TNF)-a e, 
principalmente, interleucina (IL)-2. Apos ativa 5 ao e expansao clonal, os linfocitos T citotoxicos sofrem diferencia 5 ao para celulas 
efetoras ou tornam-se celulas de memoria. No exame hematologico de sangue circulante, os linfocitos atfpicos representam, na 



sua maioria, os linfocitos T citotoxicos ativados. 

A fase efetora da citotoxicidade desses linfocitos T ocorre apos a conjugacao com a celula-alvo expressando o antfgeno 
especffico, e culmina com a libcracao dos granulos armazenados no citoplasma do linfocito T. Nesses granulos existem 
substancias cuja agao conjunta culmina na lise ou na apoptose da celula-alvo, atualmente identificadas como perforina e 
granzimas. A perforina forma poros na membrana da celula-alvo podendo desencadear sua lise osmotica, enquanto as granzimas 
estao associadas a apoptose celular. Proteoglicanos de alto peso molecular liberados pelo linfocito citotoxico parecem formar 
uma barreira que o protege da agao das substancias citotoxicas. E provavel que tambem o aumento da expressao de ligante do Fas 
(CD95L) no linfocito T CD8+ ativado atue na molecula Fas (CD95) da celula-alvo induzindo a morte celular. Como se ve, a 
resposta citotoxica parece fundamental na inducao da morte de celulas neoplasicas, e um dos mecanismos de possfvel escape a 
essa citotoxicidade pode ser a nao expressao de Fas na celula tumoral. 


Tabela 15.1 Alguns dos principals marcadores tumorais utilizados na pratica do laboratorio clfnico. 


Marcador 

Indicacao mais frequente 

Outras situacoes 

Principal aplicagao 

AFP 

Hepatocarcinoma 

Cancer testicular (associado a beta- 
hCG) 

Aumentado no Ifquido amniotico em 

defeitos do tubo neural 

Cirrose e hepatites 

Seguimento 

Beta-hCG 

(livre) 

Cancer testicular 

Coriocarcinoma (mola hidatiforme) 

Gravidez 

Diagnostico e 
seguimento de 

cancer testicular 

Associado a AFP: 

pior prognostico 

CEA 

Cancer colorretal 

Trato digestivo (+ CA 19-9) 

Mama (+ CA 15-3) 

Fumantes, cirrose 

Seguimento quando 

associado a outro 

marcador; melhor 

para cancer 

colorretal 

PSA 

Cancer de prostata 

Mais sensivel e menos especffico 
que PAP 

Prostatite aguda 

Adenoma e hiperplasia benigna de 
prostata 

Aumentado pos-toque retal em 
ciclistas e equitadores 

Triagem, diagnostico 
e seguimento de 
cancer de prostata 

CA 125 

Cancer ovariano 

Maior sensibilidade para 
adenocarcinoma seroso do que 

mucinoso 

Patologias do epitelio celomico 
(ascite cirrotica, peritonites, 
pericardites) 

Endometriose, cistos ovarianos 

Triagem para cancer 
ovariano, incluindo 

indicagao cirurgica 

CA 19-9 

Carcinomas trato digestivo 

Pancreas 

Trato biliar 

Colorretal (+ CEA) 

Gastrico (+ CEA) 

Patologias benignas de pulmao, 
fibrose cfstica, pancreatites 

Alta especificidade 
para carcinomas de 
pancreas e trato 

biliar 

CA 15-3 

Cancer de mama 

Maior sensibilidade associado a CEA 

Patologias hepaticas benignas 

Seguimento de 

cancer de mama 

Calcitonina 

Cancer medular de tireoide 

Feocromocitomas; insuficiencia renal 
cronica; hiperparatireoidismo 

Triagem, diagnostico 
e seguimento de 

cancer medular 






tireoidiano 

Tireoglobulina 

Cancer diferenciado de tireoide 

Doengas da tireoide 

Graves, bocio nodular, tireoidites 

Muito imunogenico, pode estar 
complexado a anticorpos 

Seguimento de 

cancer de tireoide 

CA 72-4 

Marcador especffico de neoplasia 
(TGI, mucinoso de ovario, pancreas) 

Rarfssimo em doengas benignas 

Util para confirmar 
neoplasias quando 

associado a outro 

marcador orgao- 
especffico 

p 2 -M 

Util em alguns linfomas, leucemias e 
mieloma multiplo 

Rejeigao aguda de transplante renal 
Doengas renais e autoimunes, AIDS 

Embora pouco 
especffico e 
sensfvel, pode ser 
util no seguimento 

do caso 

Cyfra 21.1 

Cancer de pulmao (nao pequenas 
celulas) 

Alguns tipos de cancer (bexiga, 
cervix, cabega e pescogo) 


Seguimento de 
cancer de pulmao de 

nao pequenas 

celulas 

NSE 

Cancer de pulmao (pequenas 
celulas) 

Neuroblastoma 

Infartos e hemorragias cerebrals 

Seguimento de 
cancer de pulmao de 
pequenas celulas 

BTA 

Cancer de bexiga 

Muito sensfvel e especffico se 

detectado em urina 

Estrutura relacionada com fator H 

que regula a ativagao da via 
alternativa do sistema complemento 

Seguimento de 
cancer de bexiga do 
tipo carcinoma de 
origem epitelial 


AFP: alfafetoprotefna; beta-hCG: betagonadotrofina corionica humana; CEA: antfgeno carcinoembrionario; PSA: antfgeno 
prostatico especffico; PAP: fosfatase acida prostatica; CA: cancer antigen-, TGI: trato gastrintestinal; (3 2 -M: beta-2- 
microglobulina; NSE: enolase especffica de neuronios; BTA: antfgeno tumoral de bexiga. 


Por outro lado, a resposta de linfocitos T CD4+ depende da apresentagac de antfgenos por celulas dendrfticas no contexto 
HLA classe II, e uma vez ativada secretara, por exemplo, TNF-a, que tem agao citotoxica em membranas celulares. Entre outros, 
mais dois mediadores liberados sao IFN-y e IL-2, as duas principals citocinas da resposta de defesa celular. 

As celulas NK respondem a celulas infectadas por virus e que sofreram transfcrmagac tumoral e sao inibidas na presenga de 
celulas com expressao aumentada de HLA classe I. Aparentemente, celulas infectadas por virus e celulas transformadas, muitas 
vezes neoplasicas, diminuem a expressao de HLA classe I e por isso a citotoxicidade mediada por celulas NK tem papel 
importante na defesa contra tumores. As celulas NK sao ativadas por IL-2, IFN-y e IL-12, que sao produzidas pelos linfocitos T 
CD4+, aumentando assim sua atividade citotoxica. 

Anticorpos podem auxiliar nos efeitos citotoxicos mediante ativagao do sistema complemento, se a celula-alvo possuir 
receptores para C5b. A IgG tambem pode ligar-se via Fc aos receptores de celulas NK, aumentando a especificidade do processo 
citotoxico. Macrofagos tambem possuem esse receptor (FcgR) que, com celulas NK e o sistema de complemento, compoem a 
chamada citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC). 

A celula neoplasica geralmente e de origem monoclonal, portanto, todas as celulas descendentes serao identicas. Desse 
modo, se algum elemento especffico for identificado nessa celula neoplasica, podera ser detectado durante toda a evolucao desse 
tumor, incluindo cura, recidivas e resposta a terapeutica. As dilcrencas morfologicas da celula tumoral em relagac as celulas 
normais sao utilizadas na patologia clfnica para firmar diagnostico de certeza, e em algumas situagoes estabelecer prognostico. O 
uso de anticorpos monoclonais tumor-especfficos tem mostrado que o papel dos anticorpos tambem e importante na terapeutica 



antineoplasica. 

Nao se pode descartar tambem a possibilidade de que em muitos casos de cancer as celulas tumorais apresentem fatores de 
escape a resposta de defesa do hospedeiro. As celulas neoplasicas podem secretar substancias imunomoduladoras e 
imunossupressoras, como o fator transformador de crescimento beta (TGF-P), que pode atuar como supressor por inibir a 
diferencia£ao de linfocitos T citotoxicos. Outros fatores secretados podem tambem modular a expressao antigenica associada a 
imunotolerancia, reduzir a expressao das moleculas de histocompatibilidade, dificultando a apresentagao aos linfocitos, e produzir 
mucinas que podem ocultar ou mascarar os antrgenos celulares do tumor. 

As celulas tumorais apresentam capacidade de promover falha na resposta a sinais reguladores de crescimento celular e 
reparo tecidual e induzir proliferagao autonoma independente de estfmulos exogenos. Tal proliferagao geralmente e acelerada em 
relagao a celula normal e muitas vezes invasiva e metastatica via linfatica e sangumea. 

Varias sao as situates associadas a etiologia da neoplasia, principalmente aquelas que envolvem alteragoes genomicas 
celulares. A transformagao maligna da celula parece ser induzida por fatores como mutagao, translocagao, insergao de 
promotores, entre outros. Substancias qui'micas com atividade mutagenica e efeitos de radiagao ionizante lesiva sobre o DNA 
estao certamente envolvidos, ainda que parcialmente, na etiologia do cancer. 

A etiologia biologica na oncogenese tambem esta estabelecida em algumas infecgoes virais. Na oncogenese viral, parecem 
mais frequentes os virus DNA que, possivelmente ao se incorporarem no genoma da celula hospedeira, podem induzir 
transformagao celular. Por outro lado, infecgoes intracelulares de longa duragao, como e o caso de alguns virus, que estimulam 
processos imune-inflamatorios repetitivos e cronicos com geragao quase constante de excesso de radicais livres, tambem podem 
induzir alteragao celular, sem dar tempo necessario ao processo de regeneragao e corregao de mutagoes. Um exemplo seria o virus 
da hepatite C (HCV), que nos casos de cronicidade esta associado a carcinoma hepatico. Outros exemplos de infecgoes virais 
associadas a etiologia neoplasica sao virus Epstein-Barr associado ao linfoma de Burkitt e carcinoma nasofaringeo; alguns 
genotipos de papilomavirus (HPV) associado com carcinoma cervical e genital; e virus linfotropico da celula T humana (HTLV)-I 
e leucemia de celula T. Na oncogenese viral, aparentemente, varios fatores estao envolvidos, ja que o risco relativo (RR) tambem 
depende da populagao de estudo. De fato, fatores de predisposigao genetica devem sempre ser considerados na etiologia do 
cancer. Uma forma de entender a predisposigao a determinadas afecgoes e o calculo do RR e do risco absoluto (RA) associados a 
um determinado marcador. 

■ Risco relativo 

E a chance que um individuo, com um determinado marcador, tern de desenvolver uma af'ccyao ou doenca quando comparado a 
individuos que nao possuam aquele marcador. 

RR = (Pp x Ca) -r (Pa x Cp) 

Por exemplo, se um determinado marcador esta presente em 80% dos pacientes com a doenca e em apenas 10% dos 
individuos sem a doenca, tem-se: 

• Pp: porcentagem de pacientes com a doen 5 a e marcador presente = 80 

• Pa: porcentagem de pacientes com a doenca e marcador ausente = 20 

• Cp: porcentagem de individuos sem a doen 9 a e marcador presente = 10 

• Ca: porcentagem de individuos sem a doenca e marcador ausente = 90. 

RR = (80 x 90) -f (20 x 10) = 7.200 ^ 200 = 36 

Ou seja, um individuo que apresente o marcador tera 36 vezes mais chance de desenvolver essa doenca. 

■ Risco absoluto 

E a chance que um individuo, com um determinado marcador, tern de desenvolver uma doenca, considerando a prevalencia real 
dessa doenca na populacao. 

RA = (Pp -f Cp) x prevalencia 

Por exemplo, se a prevalencia da doenca na populacao geral for de 0,5% e se considerada a situayao do exemplo anterior de 
RR = 36, tem-se: 

RA = (80 10) x 0,5 = 4% 

Ou seja, de cada 100 individuos com o marcador, apenas 4% desenvolvem de fato a doen 5 a. 


Imunologia dos tumores 


Esta area de estudo abrange o estudo da resposta imune do hospedeiro aos tumores, das suas propriedades antigenicas, das 
consequencias de sua presen£a sobre o sistema de defesa do organismo e dos mecanismos envolvidos no seu aparecimento e 
desenvolvimento. 

Esses estudos contribuem com informagoes uteis para estabelecer terapia imune estimulante e ate mais especifica para o 
tratamento e acompanhamento da evolu£ao do tumor. Nessa area da ciencia, e preciso considerar que a compreensao dos 
mecanismos envolvidos tanto na resposta imune quanto no desenvolvimento das neoplasias ainda possui varios vazios que estao 
sendo continuamente preenchidos com infcrmagoes cientificas de fronteira, por vezes com resultados conflitantes ou 
contraditorios, mas nao excludentes entre si, dada a diversidade genetica dos hospedeiros e as varia£6es ambientais. 

Imunoestimulagao auxiliar no tratamento das neoplasias 


■ Bacilo Calmette-Guerin 

O bacilo Calmette-Guerin (BCG) tern sido utilizado em algumas situacbes de malignidade celular. Seu uso como vacina para 
tuberculose se faz em conccntracao reduzida e menor numero de doses. Ja na imunoestiniulayao devem-se empregar doses 
repetidas e maiores concentra 5 oes. Um de seus usos mais difundidos e a aplicayao intravesical como adjuvante na terapeutica 
profilatica do cancer de bexiga. Tern sido utilizada a prcparacao liofilizada da cepa Moreau-Rio de Janeiro, em aplicacbes 
semanais por 42 dias. Os resultados tern demonstrado uma reducao nas recidivas e uma melhor resposta quando associado a 
terapeutica classica. 

Os componentes da micobacteria, como o muramil dipeptidio e algumas heat shock proteins, tern sido associados ao efeito 
imunoestimulante do BCG. Esse efeito se expressa com aumento da atividade de macrofagos, celulas NK e linfocitos T e B. E 
possfvel que essas protefnas atuem como superantigenos, ligando-se a porcao variavel Va ou Vp dos receptores de antigenos de 
linfocitos T (TCR). Como essa ligayao nao e antfgeno-especffica, a ati vayao que se observa e policlonal, o que parece contribuir 
para a melhora da imunocompetencia. No entanto, cabe lembrar que a supcrestimulacao do sistema imune pode desencadear 
respostas nao desejadas do tipo hipersensibilidade celular granulomatosa ou por imunocomplexos, e por isso a terapeutica 
imunoestimulante deve ser avaliada no contexto risco-beneffcio. 

■ Citocinas 

Os componentes da resposta imune tambem tern sido estudados na imunoterapia. As citocinas, glicoprotefnas de peso molecular 
menor que 80 kDa, tern se mostrado promissoras por serem capazes de modular a resposta imune. Sao subdivididas em IFN, IL e 
fatores estimulantes de colonia (indutores de prolilcracao celular). 

Citocinas sao moleculas soluveis, capazes de transmitir as outras celulas, em geral proximas a celula secretora (efeito 
paracrino), inlormacbcs que induzem modificacbcs funcionais, prolilcracao e ate morte por apoptose. Ha citocinas que agem em 
receptores da propria celula secretora (efeito autocrino). O nome interleucina, usado para varias delas, vem da sua luncao de 
com unicacao intercelular. Embora os linfocitos T e macrofagos ativados sejam as principals celulas produtoras e secretoras de 
citocinas, linfocitos B, celulas apresentadoras de antfgeno, fibroblastos, celulas endoteliais e leucocitos produzem tambem varias 
citocinas. 

Algumas das principais citocinas sao produzidas por celulas apresentadoras de antigenos (IL-1 e IL-12), outras por 
macrofagos ativados (IL-1, IL-6 e TNF-a) e outras por linfocitos T (IL-2, IL-4, IFN-y). O papel desses mediadores e variavel e 
fundamental na modula 5 ao da resposta imune. A IL-1 estimula linfocitos Tee um dos indutores de febre; IL-2 tem papel central 
na imunomodulacao, estimulando prolilcracao e diferencia£ao de NK, monocitos, macrofagos, linfocitos T e B; IL-4 estimula 
produ£ao de IgE pelos linfocitos B ativados; IL-6 modula a hemopoese e participa da rea£ao de fase aguda induzindo hepatocitos 
a secretar protefnas de fase aguda; IL-12 induz prolifera 5 ao e diferencia 5 ao de linfocitos; TNF-a, alem de citotoxico, participa na 
rcgulayao da resposta imune-inflamatoria e mobiliza gordura, sendo um dos responsaveis pela caquexia em algumas doen 5 as 
cronicas; IFN-y estimula macrofagos, aumenta a expressao do receptor de IL-2 em linfocitos T citotoxicos e a expressao de 
moleculas de histocompatibilidade, aumentando assim a eficiencia da aprcscntacao de antigenos. 

Os IFN alfa e gama tem sido empregados como imunomoduladores em docncas neoplasicas e infec^oes cronicas. A IL-2 
tambem e estudada em cancer. A despeito dos efeitos estimulantes da resposta imune e do efeito favoravel no prognostico, os 
efeitos colaterais sao intensos e decorrentes da propria fun 5 ao da citocina, ou seja, sintomas exacerbados de processo inflamatorio 
(febre, anorexia, mal-estar, dores de cabcya, artralgias, dislipidemias etc.), so que como sao distribuidas sistemicamente e seu uso 
e prolongado, esses efeitos podem ser agravantes do quadro do paciente. 




■ Anticorpos monoclonais 

Anticorpos policlonais ou monoclonais (ver Capftulo 2) podem ser usados em prevenyao de rejcicao a enxertos e docncas 
autoimunes. Soro antitimocitos, anticorpos anti-CD8+, anti-TNF-a, podem funcionar como moduladores imunossupressores. 

Na decada 1980, a metodologia de obten£ao de anticorpos monoclonais permitiu o estudo de moleculas especificas 
associadas a varias doen£as. Na mesma epoca, os ensaios imunologicos que dispensam o uso de radioisotopos 
(radioimunoensaios) tornaram-se mais sensfveis, detectando concentrates de cerca de picogramas (10 12 ) em amostras biologicas 
complexas como sangue e lfquidos de exsudatos (cistos e ascites). Alem desses avancos, os exames de imagem e a tecnologia de 
exploracao genomica permitiram a expansao sem precedentes do conhecimento acerca das neoplasias. 

A celula neoplasica, geralmente menos diferenciada que a celula normal, expressa em sua membrana e secreta moleculas que 
podem ser detectadas por anticorpos especfficos. Por outro lado, a importancia do sistema de defesa na vigilancia aos tumores 
adquire significado cienti'fico relevante a partir da observagao de associagao entre imunodeficiencia celular e crescimento 
tumoral, especialmente como se pode notar mais recentemente com a AIDS, os transplantes e os efeitos colaterais dos farmacos 
citotoxicos antineoplasicos e imunossupressores. 

Na imunoterapia das neoplasias, anticorpos monoclonais podem servir de carreadores de medicamentos citotoxicos. Devido 
a sua especificidade aos antfgenos tumorais, a dose de medicamentos pode ser menor, o alvo mais bem atingido, sendo os efeitos 
colaterais reduzidos, e sao chamados de anticorpos monoclonais conjugados a radio ou quimiofarmacos. E importante lembrar 
que os anticorpos monoclonais produzidos em camundongos devem ser humanizados, ou seja, a Fc da imunoglobulina 
monoclonal deve ser da especie humana. Ja foram descritos indivfduos que produzem anticorpos anticamundongo e que por isso 
nao podiam mais se submeter a administracao do produto, por desencadear hipersensibilidade por imunocomplexos, apresentando 
vasculites, nefrite e artrites graves. Anticorpo humano antimurino (HAMA, human anti-mouse antibodies ) e o nome dado a esses 
anticorpos heterologos formados. Os HAMA presentes no soro tambem interferem nos imunoensaios que usam anticorpos 
monoclonais. 

A abordagem de producao de anticorpos monoclonais antigeno-tumoral-especifico permanece como area de interesse de 
varios pesquisadores. O uso desses anticorpos em imunoensaios, na imunoterapia e ate talvez na imunizacao de pacientes sao os 
melhores exemplos desse interesse. 

HAMA sao observados em frequences variadas na populagao humana. O perfodo de detecgao desses anticorpos tambem e 
variavel, embora teoricamente possam ser detectados por longos perfodos devido a memoria imunologica induzida. Em alguns 
casos, e possfvel entender esse aparecimento, como nos indivfduos que recebem terapeutica com imunoglobulinas ou produtos 
derivados de fonte animal, como vacinas, hormonios, contendo essas imunoglobulinas como contaminantes. Outra possibilidade 
menos provavel e a ingestao de alimentos contendo protefnas animais, especialmente em pacientes com processo inflamatorio 
cronico da mucosa intestinal, formando anticorpos de reagao cruzada com imunoglobulinas de camundongo. Entretanto, na 
maioria dos casos de HAMA positivo nao se compreende o mecanismo de sua fcrmagao. 

Sintomas relacionados a esses HAMA nao sao claros, e aparentemente alguns relatos de literatura sao provaveis associagoes 
ao acaso. E certo que pacientes com HAMA positivo terao a formacao de imunocomplexos quando receberem terapeutica 
contendo anticorpos dessa especie com as consequentes reagoes indesejaveis. Ha alguns kits comerciais para determinar HAMA 
(ETI-HAMAK, da Sorin Biomedica e Enzygnost HAMA, da Behringwerke) em amostras humanas. Os HAMA podem interferir 
nos testes imunologicos que utilizam anticorpos monoclonais de camundongos, tanto na captura de antfgenos quanto nos 
conjugados. Nos testes tipo sandufche essa interferencia pode ser mais significativa (ver Capftulo 7). 

Na detecgao de marcadores tumorais, em que um anticorpo (geralmente monoclonal de camundongo) esta na fase solida e 
um segundo anticorpo monoclonal conjugado sera acrescentado, espera-se que o sandufche entre os dois anticorpos seja feito 
apenas pelo marcador tumoral. Contudo, se a amostra contiver HAMA, o sandufche pode conjugar esses HAMA entre os dois 
anticorpos monoclonais da fase solida e o conjugado. Nesse caso, a leitura final indicara que foi formado o sandufche e induzido 
o erro de falso-positividade, ou seja, detecgao de marcador tumoral inexistente. 

Por outro lado, os anticorpos HAMA podem interferir ligando-se a conjugados ou anticorpos de captura (de camundongos), 
dificultando sua capacidade de reagir com os componentes presentes na amostra, e entao produzindo resultados inferiores aos 
verdadeiros. 

Para minimizar a interferencia dos HAMA, devem-se usar agentes bloqueadores. Fragmentos de imunoglobulina, ou IgG 
policlonal ou soro de animal nao imune podem ser adicionados aos diluentes. Os HAMA da amostra podem ser retirados por 
precipitayao em polietilenoglicol (PEG) ou protefna G-Sepharose. Podem-se tambem redesenhar os testes: os anticorpos de 
animais usados nos testes podem ser tratados para retirada da Fc, ou quimerizados com Fc de IgG humana. 


Neoplasias de linfocitos 



Algumas caracterfsticas dos linfocitos neoplasicos sao comuns a todas as celulas tumorais, como: 

• Expansao clonal a partir de uma celula normal, mantendo, perdendo ou alterando suas funcoes 

• Malignidade: formando massa tumoral e capacidade de invadir e proliferar em outros tecidos (metastases) 

• Manutcncao de seus marcadores celulares de membrana e de secreyao, os quais, uma vez identificados, podem ser estudados por 
testes laboratoriais. 

Com algumas peculiaridades: 

• Possibilidade de se manifestar como leucemias (fase sistemica) ou linfomas (associados a tecidos e/ou orgaos linfoides), e 
podendo uma fase desencadear outra 

• Frequente associayao com doencas autoimunes (especialmente os linfomas) 

• Neoplasias de celulas T: e comum a anergia ou resposta deficiente a mitogenos, com maior predispos^ao para inlccyocs cronicas 
e recorrentes devido a deficiencia instalada 

• Prognostico: melhor para celula em fase final de difercnciayao. Por esse motivo, os mielomas, prolil'eracao de celulas 
linfoplasmocitoides B, sao os de melhor prognostico. 

O estudo das neoplasias de linfocitos conta com auxflio da identificacao de marcadores celulares de membrana, atualmente 
identificados com anticorpos monoclonais conjugados. A identificacao pode ser feita no tecido por tecnicas de imuno-histologia 
ou imunocitoqufmica, ou entao em suspensao de celulas, de sangue circulante ou de aspirados, por imunofenotipagem em 
citometria de fluxo. 

Tambem sao muito usuais na abordagem diagnostica dessas neoplasias as tecnicas morfologicas, citogeneticas, a analise de 
DNA em citometria de fluxo e as analises moleculares, estas ultimas em acelerado e crescente desenvolvimento. 

Neste capi'tulo, serao abordados apenas o estudo laboratorial das chamadas gamopatias monoclonais que incluem o mieloma 
multiplo, macroglobulinemia de Waldenstrom, doenga de cadeia leve e de cadeia pesada. 

As gamopatias monoclonais consistem em um grupo de patologias secundarias a prolil'eracao de celulas produtoras de 
imunoglobulinas (plasmocito ou celula linfoplasmacitoide). Nesses casos, e possfvel detectar, em conccntracoes elevadas, a 
proteina monoclonal, tambem chamada de proteina M ou paraproteina. A nomenclatura de imunoglobulina monoclonal poderia 
ser a melhor para identificar essa protema, mas tambem pode ocorrer producao de apenas cadeias, leves ou pesadas, sem a 
estrutura da imunoglobulina e ainda assim ser produto de um unico clone secretor, e por isso proteina monoclonal e mais usual. 

Como ocorre expansao monoclonal da celula secretora, sem atender aos criterios de funcionalidade da resposta imune, 
entende-se que a celula mostra aspectos que a classificam como neoplasica. Plasmocitomas isolados podem ser identificados em 
agrupamentos em medula ou lesoes osseas, ou extramedular, e podem ser secretores de protema monoclonal ou nao. O estudo dos 
plasmocitomas nao secretores nao utiliza as tecnicas imunologicas descritas neste capi'tulo. 

A grande quantidade de celulas em proliferagao determina alguns sintomas devido a massa de celulas e acumulo de 
mediadores inflamatorios e citocinas, como fadiga, perda de peso e mal-estar geral. Como as celulas se infiltram em tecidos 
linfoides, podem aparecer linfadenopatia, esplenomegalia e lesoes osseas. 

■ Gamopatia monoclonal de significado indeterminado 

Alguns indivfduos sadios idosos apresentam paraproteina monoclonal, no soro sangumeo e/ou na urina, geralmente em menor 
concentragao que nos casos malignos, mas nao apresentam caracterfsticas clfnicas que confirmem o caso como mieloma. A 
maioria desses indivfduos continua em evolugao benigna e apenas alguns mostram posteriormente o desenvolvimento de 
mielomas malignos. O paciente deve ser acompanhado por hematologista que, a intervalos regulares, busca alguma alteragao 
clfnica ou laboratorial que indique o desenvolvimento tumoral. Nessas buscas, e importante a quantifieagao da paraproteina 
encontrada, pois o aumento dessa fragao alterada ou a diminuigao da concentragao de imunoglobulinas policlonais estao 
associados frequentemente a progressao para mieloma. 

Gamopatias monoclonais transitorias e benignas sao detectadas em alguns processos infecciosos ou inflamatorios cronicos 
(tuberculose, doencas autoimunes), polineuropatias e lipodistrofias, especialmente em pacientes idosos, embora, nesses casos, o 
mais frequente seja o achado predominate de gamaglobulinas policlonais. 

■ Mieloma multiplo 

E definido como prolilerayao neoplasica de um clone de plasmocitos secretores de imunoglobulina monoclonal, circulantes ou 
localizados em lesoes osseas as vezes visiveis em radiografias. 

A caractcrizacao isotfpica da protema monoclonal fornece um dado relevante, pois a quantifica^ao dessa molecula, por 
exemplo, IgA kappa, servira de marcador tumoral, para acompanhamento da evoluyao do mieloma. 


No Brasil, nao se tem dados oficiais. Nos EUA, a incidencia do mieloma multiplo, de acordo com o Instituto Oncoguia, e de 
0,7% e afeta idosos, sendo raramente descrito em criancas e jovens. As principais nianilcstacdcs sao dores osseas, perda de peso, 
fadiga, anemia, suscetibilidade a infccybes, sendo frequente o aparecimento de plasmocitoma no cranio. Este ultimo achado e 
visualizado em radiografia e pode ser, as vezes, palpavel ao exame medico. A radiografia tambem pode mostrar lesoes 
osteoliticas em outros ossos. 

As principais complicates sao decorrentes da debilidade do paciente, da quimio e radioterapia, e da concentracao 
plasmatica da proteina monoclonal, destacando-se i n f echoes multiplas e graves, hiperviscosidade serica, comprometimento renal 
e pancitopenia. 

A biopsia da medula ossea, mielograma, demonstra infiltrado plasmocitoide na maioria dos casos. As alteracoes 
morfologicas sao variadas, mas cada paciente ira apresentar celulas monomorficas confirmando a origem monoclonal da 
neoplasia. Os mielomas IgG representam quase 60% das gamopatias, seguidos pelos mielomas IgA com 20% e da doenca das 
cadeias leves com 10%. Os achados laboratoriais no mieloma multiplo incluem: 

• Proteina monoclonal no soro (92% dos casos) 

• Proteina monoclonal na urina apos lesao renal (75% dos casos) 

• Proteinuria de Bence Jones (cadeias leves na urina). 

■ Macroglobulinemia de Waldenstrom 

Proliferate linfoide difusa neoplasica monoclonal de plasmocitos produzindo IgM pentamerica. A biopsia de medula ossea 
evidencia um infiltrado de celulas linfoplasmocitoides. Tambem ha pioduyao de cadeias leves livres que sao detectadas na urina. 

Na macroglobulinemia, o excesso de IgM circulante aumenta muito a viscosidade plasmatica, que e responsavel pela 
precocidade de sintomas neurologicos e lesoes hemorragicas retinianas com disturbios visuais. Tambem sao frequentes lesoes 
renais e osseas liticas. O procedimento de plasmaferese, indicado para remover IgM plasmatica, reduz viscosidade, minimizando 
as lesoes teciduais. 

A macroglobulinemia de Waldenstrom e uma neoplasia rara, com incidencia de cerca de 3 em 1 milhao de acordo com a 
American Cancer Society e a mediana de idade dos pacientes e de cerca de 60 anos. As manifestacoes clinicas frequentes sao 
semelhantes as do mieloma multiplo, como dores osseas, perda de peso, fadiga e fraqueza, acrescidas de disturbios neurologicos e 
visuais, associados a hiperviscosidade serica. Hepatoesplenomegalia e linfadenopatia tambem sao relatadas. 

Os achados laboratoriais incluem: 

• Proteina M no soro: IgM em alta concentragac 

• Hiperviscosidade serica e velocidade de hemossedimentacao (VHS) aumentadas 

• Presenca de crioglobulinas. 

■ Doenga das cadeias pesadas 

Nesta docnca muito rara, aparecem cadeias pesadas H de imunoglobulinas de origem monoclonal. E possfvel que na celula 
tumoral tenha ocorrido algum defeito na juncao V e C durante a sfntese proteica. E frequente que essas cadeias pesadas sejam 
anormais, por exemplo, com delcyao de porcbes da Fc ou da regiao da dobradica. 

Elas sao encontradas inicialmente apenas no soro e mais tarde tambem na urina. Cadeias gama (de IgG) estao associadas a 
linfoma maligno, e cadeias alfa (de IgA), a linfoma abdominal com infiltracao linfoplasmatica de intestino. Como as leucemias de 
celulas B podem tambem estar associadas com doencas das cadeias pesadas ou leves, pode ocorrer a solicitacao medica dessa 
identificagao em amostras de sangue e urina do paciente. Os imunoensaios para deteegao e quantificagao de cadeias H devem 
utilizar anticorpos especfficos (monoclonais) que discriminem cadeias H livres das cadeias da imunoglobulina Integra. 

■ Doenga das cadeias leves 

Mostram como caracterfstica peculiar a produgao de cadeias leves de imunoglobulinas, kappa ou lambda, de origem monoclonal, 
e que podem ser detectadas na circulagao e na urina. Sao chamadas de proteinas de Bence Jones. Como a massa molecular das 
cadeias leves e baixa, cerca de 25 kDa, a concentracao serica raramente e muito elevada, pois a protema acaba sendo excretada na 
urina. O achado dessas cadeias leves livres esta associado a linfomas malignos e alguns mielomas. Os exames laboratoriais com 
amostras de soro podem nao detectar o aumento discreto de cadeias leves, e apenas o exame da urina mostrar a alteracao. A 
insolubilizacao dessas cadeias leves em tecidos pode levar a depositos de amiloide, chamados de amiloidose. 

■ Gamopatias com mais que uma fragao monoclonal 

Embora muito raramente, observam-se dois picos monoclonais nos exames eletroforeticos. Sao as chamadas gamopatias biclonais 


e podem ser consequencia de gamopatias de longa evolucao com sincronismo de produgao de protefnas distintas. Por exemplo, 
mieloma IgG (pico 1) com cadeias leves (pico 2), ou macroglobulinemia primaria de Waldenstrom com IgM pentamerica (19S) e 
posterior aparecimento de IgM monomerica (7S), ou ainda mielomas IgA com moleculas monomericas e dimericas. 

Estudo laboratorial de protei'nas monoclonais 


■ Eletroforese de protei'nas 

A eletroforese de protefnas sericas e utilizada na avaliagao qualitativa de concentragao e aspecto eletroforetico das protefnas. A 
eletroforese de protefnas plasmaticas permite identificar diferentes regioes de migragao: albumina, alfa-1, alfa-2, beta-1, beta-2 e 
gamaglobulina. As imunoglobulinas encontram-se dispersas nas regioes beta e predominantemente gama. A IgA encontra-se mais 
proxima a regiao beta, a IgM entre beta e gama e a IgG mostra padrao mais difuso que abarca as regioes beta e gama, com 
acumulo maior na regiao gama. 

O eletroferograma da corrida eletroforetica mostrara a intensidade da distribuigao das protefnas e um grafico caracterfstico, a 
albumina no front da corrida e a regiao gama a partir do ponto de aplicagao na fita de acetato de celulose. Na presenga de 
imunoglobulina monoclonal, a eletroforese mostra a regiao gama com um pico de elevada concentragao, ao contrario do aspecto 
uniforme e em formato de sino, que seria esperado para o plasma normal policlonal. Como e um unico pico, e chamado de 
monoclonal. Um aspecto por vezes encontrado principalmente em lfquido cefalorraquidiano inflamatorio de pacientes com 
esclerose multipla e a fragao gama oligoclonal, ou seja, alguns pequenos picos ao longo da regiao betagama. A Figura 15.2 
representa esquemas de fitas de eletroforese corada e os respectivos graficos (eletroferograma) de algumas corridas. 

■ Imunoeletroforese de imunoglobulinas 

No Capftulo 5 foi apresentado o fundamento da tecnica de imunoeletroforese. A tecnica combina eletroforese do soro, seguida de 
difusao dupla em meio gelificado utilizando anticorpos especfficos para os isotipos de imunoglobulinas, cadeias pesada e leve. O 
resultado da amostra deve ser comparado, em teste paralelo, com o resultado de amostra normal. Um esquema de resultado 
possfvel para um soro com mieloma IgG e soro normal e mostrado na Figura 15.3. A leitura inclui duas obscrvacbcs: o aspecto da 
migragao das imunoglobulinas (mono-, oligo- ou policlonal) e a intensidade do arco de precipitacao, que da ideia das 
concentracbes da protefna. 

■ Imunofixagao 

Esta tecnica e mais simples, disponfvel comercialmente, mas de custo muito mais elevado que a imunoeletroforese. Consiste na 
eletroforese da amostra de soro em varias fitas. Cada fita e incubada com anticorpo especffico para cadeias pesadas (IgG, IgM, 
IgA) e leves (kappa e lambda) de imunoglobulinas, seguida de lavagem e coloragao do complexo formado com corantes de 
protefnas (Ponceau S, negro de amido ou coomassie blue). 

A tecnica e sensfvel apenas para quantidades elevadas de imunoglobulinas, que e o caso de protefna monoclonal em 
gamopatias, por isso na leitura do soro normal (Figura 15.4) e visfvel apenas a IgG e cadeias kappa. A form actio de bandas largas 
indica aspecto policlonal, enquanto bandas finas concentradas em area menor sugerem origem monoclonal da imunoglobulina. 

■ Determinagao da concentragao de imunoglobulina monoclonal 

Sao determinadas as concentracbes das imunoglobulinas IgG e subclasses, IgA, IgM, IgE (raro), cadeias leves kappa e lambda. O 
objetivo e quantificar a imunoglobulina monoclonal, inclusive quanto a cadeia leve, e verificar o perfil imune humoral do 
paciente, pois as outras imunoglobulinas estarao com concentracbes mais reduzidas a medida que ha progressao da doenca. O 
achado de concentragao elevada nao significa imunoglobulina monoclonal; para isso, uma das tecnicas eletroforeticas deve ser 
usada tambem. 

A determinagao das imunoglobulinas plasmaticas e feita utilizando as tecnicas de imunoprecipitagao (ver Capftulo 5), de 
preferencia por automagao, turbidimetria ou nefelometria. A quantificagao de IgE requer metodos mais sensfveis, como 
imunoenzimaticos e quimiluminescencia (ver Capftulo 7), mas pode tambem ser detectada por metodos de imunoprecipitagao, se 
for a imunoglobulina monoclonal presente em concentragoes elevadas. Como comercialmente so se dispoe de tecnicas muito 
sensfveis para IgE, devera ser necessaria a diluigao previa da amostra. Os mielomas IgE sao muito raros e, de fato, o mais 
frequente e o mieloma IgG, possivelmente porque, sendo os clones de IgG (linfocitos B) mais frequentes, tambem sera maior a 
probabilidade de algum deles se tornar neoplasico. 

Os resultados irao indicar o isotipo da imunoglobulina de maior concentragao, entre as quais deve estar a monoclonal. E 
importante lembrar que essa concentragao estara elevada se comparada ao valor normal. Geralmente as outras classes estarao em 
concentragao abaixo do esperado, em razao da expansao do clone neoplasico e da redugao das fungoes das celulas normais. 



A concentracao elevada de imunoglobulinas nao significa por si so que haja uma protema monoclonal entre elas. Por 
exemplo, nas doencas autoimunes ocorre com frequencia a hipergamaglobulinemia, geralmente IgG, mas sao policlonais e 
refletem apenas o exagero da resposta autoimune. Igualmente, em processos de hipcritminizacao, pode-se encontrar uma fase de 
hipergamaglobulinemia. De maneira geral, as hipergamaglobulinemias policlonais significam aumentos muito mais discretos que 
aqueles observados nos mielomas, especialmente no curso natural da neoplasia sem intervcncao terapeutica. 

A determinacao da concentracao das cadeias leves das imunoglobulinas, se kappa ou lambda, fornece um dado interessante. 
Na especie humana e mantida uma razao constante de ic:/, de cerca de 2:1. Se houver uma protema monoclonal em elevada 
concentracao, a proporcao k:/, estara diferente do normal, uma vez que essa protema tern sempre a mesma composicao. Nos casos 
de hipergamaglobulinemia policlonal a proporcao k:/, se mantem dentro dos valores esperados. 

Uma das principais vantagens da determinacao da concentracao da imunoglobulina alterada, bem como sua classificacao 
quanto as cadeias pesada e leve, por exemplo, IgA-kappa, e que a simples determinacao dessa protema ira servir como marcador 
(marcador tumoral) para acompanhamento da evolucao da doenca, incluindo resposta ao tratamento e possfveis recidivas pos- 
tratamento. Ou seja, a simples coleta de sangue e o teste serao suficientes para esse acompanhamento. E evidente que se devera 
ter em conta a meia-vida da imunoglobulina circulante, que e variada, cerca de 20 dias para IgG, 10 dias para IgM, 6 dias para 
IgA e 2 dias para IgE. 
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Figura 15.2 Padrao de eletroforese de amostras de soro (A) e respectivo eletroferograma (B). 
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Figura 15.3 Esquema da imunoeletroforese mostrando arcos de precipitado para IgG, IgA e IgM de amostra normal (A) e amostra de 
paciente com mieloma IgG (B). 
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Figura 15.4 Imunofixayao para a detecyao de imunoglobulina monoclonal. A. Amostra normal. B. Amostra de paciente com mieloma IgG 
kappa. 


■ Proteinas de Bence Jones na urina 

O uso deste marcador laboratorial e bastante antigo e decorre da observayao de paraprotefnas em urina de pacientes com alguns 
tipos de cancer. Essas paraprotefnas sao as cadeias leves (kappa ou lambda) livres. Como sao de baixo peso molecular, cerca de 
25 kDa, passam precocemente na filtrayao glomerular, antes mesmo da albumina. 

O teste original era bastante simples, mas de reduzida sensibilidade e pouco especffico, sofrendo interferencias variadas 
como contaminantes bacterianos na urina. O ensaio qufmico consistia em aquecer a urina previamente neutralizada (pH de cerca 
de 7) em banho-maria a 40 a 60°C. A turvayao da urina e indicativa da proteinuria de Bence Jones, com a caracterfstica adicional 
de que o precipitado formado se redissolve a 100°C. Posteriormente, esse precipitado redissolvido podia ser analisado por testes 
imunologicos para identificayac das cadeias leves lambda ou kappa, o que aumentava a especificidade do ensaio. 

O teste mais adequado ainda e a detecyao e a determinayao da concentrayao dessas cadeias usando ensaios de 
imuncprec ipitay ao, como a imunodifusao radial simples, ajustados para concentrayoes reduzidas esperadas na urina, para evitar o 
fenomeno de pro-zona. Outra cpyao e a previa concentrayao da urina utilizando filtros de capacidade de retenyao de 10 kDa. 














■ Crioglobulinemia 

Criogobulinas representam um conjunto de imunoglobulinas, geralmente em baixissimas concentrayoes, cuja principal 
caracteristica 6 se tornarem insoluveis a temperaturas baixas. Em situayoes patologicas de hipergamaglobulinemia, a 
concentrayao de crioglobulinas pode estar aumentada e ser detectavel visualmente. Essa insclubilizayac tambem pode ocorrer em 
tecidos como endotelio vascular de capilares, desencadeando ati vayao do sistema complemento e consequente resposta 
inflamatoria de hipersensibilidade, exagerada e com lesoes teciduais. 

As crioglobulinas podem ter origem policlonal, como na hipergamaglobulinemia caracteristica das doencas autoimunes, e 
muito raramente de outros processos de imunizayao natural ou ativa. Ou ainda, podem ser de origem monoclonal, portanto, 
presentes em gamopatias monoclonais, incluindo mielomas. 

O exame e simples na primeira etapa. Amostra de soro recem-obtida em jejum, para garantir sua limpidez, e mantida em 
repouso em microtubos ou capilares transparentes em temperaturas de 4 a 8°C por ate sete dias, sendo diariamente observada a 
form ay ao de precipitado ou turvayac visfvel. 

No caso de positividade, o precipitado formado deve ser centrifugado e lavado em centrffuga refrigerada (4°C). Em seguida, 
esse sedimento deve ser caracterizado quanto a compcsiyao: primeiramente deve ser dissolvido em banho-maria a 37°C, o que 
indica que de fato sao crioglobulinas. Se isso ocorrer, deve-se determinar a concentrayao das protemas que compoem o 
crioprecipitado (agora dissolvido) e caracteriza-las por imunoeletroforese, que determinara a origem dessas globulinas, se 
monoclonais ou policlonais. 

Principals marcadores tumorais 


■ Alfafetoproteina 

Corresponde a uma glicoprotefna com massa molecular de cerca de 69 a 70 kDa, com 590 aminoacidos e 4% de resfduos de 
carboidratos, e com homologia parcial a albumina, que nao contem ayucares. Em indivi'duos sadios, os valores de AFP sao 
baixos, sendo ela sintetizada no figado e no trato gastrintestinal. Na vida intrauterina e sintetizada no fi'gado fetal e no saco 
vitelino. 

A concentrayao de AFP no soro fetal eleva-se rapidamente ate a 12 a a 1 4- semana gestacional, caindo a valores menores no 
nascimento a termo. No recem-nascido, continua reduzindo-se nas primeiras semanas de vida, em razao da meia-vida da AFP de 
3 a 4 dias. Por volta do oitavo mes de vida, o bebe apresenta valores sericos de AFP proximos dos de adultos saudaveis, inferiores 
a 0,25 ng/df. 

As funyoes da AFP no crescimento e na diferenciayao fetal sao desconhecidas, mas e reconhecido seu papel na funyao de 
transporte da albumina, manutenyao da pressao osmotica serica e ligayao a estrogenos, embora de menor intensidade que a 
globulina ligante de hormonios sexuais. O possivcl papel imunorregulador na relayao enxerto-hospedeiro materno-fetal tern sido 
sugerido em razao das observayoes da importancia da AFP na formayao fetal. 

Aplicagoes da determinagao de AFP 

Defeitos do tubo neural 

Correspondem a uma anormalidade fetal que resultam em malformayoes como espinha bifida e anencefalia. Os valores de AFP 
no feto, no liquido amniotico e no soro materno estarao elevados em relayao ao esperado. 

A triagem e feita em amostras de soro da gestante no intervalo da 15- a 20- semana gestacional, quando o valor preditivo do 
resultado e mais elevado. Valores superiores a 2 ou 2,5 multiplos da mediana do valor normal (MOM) indicam necessidade de 
melhor investigayao clinica, pois tambem podem ocorrer em gestayao multipla, idade gestacional subestimada, morte fetal e ate 
tumores. A investigayao clinica e feita por exame de ultrassonografia e amniocentese. O liquido amniotico e analisado quanto aos 
aspectos celulares e proteicos e se realiza a determinayao das concentrayoes de AFP e colinesterase. Nos defeitos de tubo neural 
observa-se aumento superior a 2 MOM de AFP e aumento acentuado da acetilcolinesterase no liquido amniotico. 

Investigagao da sindrome de Down 

A sindrome de Down (SD) e associada a reduzidos niveis de AFP e estriol nos sangues materno e fetal no segundo trimestre 
gestacional. Por outro lado, os valores de gonadotrofina corionica humana (hCG), especialmente da subunidade P livre, estao 
elevados em relayao ao normal. Embora ainda nao seja claro o mecanismo que leva a sindrome, parece ocorrer um desequilibrio 
entre os produtos placentarios (aumento de hCG) e fetal (diminuiyao de AFP e estriol), suposiyao sustentada pelo aumento 
tambem da progesterona e de outros produtos placentarios. Vale ressaltar que os valores desses marcadores na SD se sobrepoem 
muito aos valores encontrados em gestayoes normais, o que reduz muito a triagem clinica da SD, principalmente em gestantes 



idosas. 


Marcador tumoral 

Como a AFP esta presente em elevadas concentracoes no feto quando da descoberta da associacao tambem com cancer hepatico, 
foi chamada de antigeno oncofetal (como vale tambem para o CEA). Dai se supoe que essas moleculas - equivocadamente 
chamadas de anti'genos - tenham papel na divisao e na diferenciacao celular, bem como no crescimento fetal. 

A determinacao de AFP aplica-se mais especificamente aos tumores hepaticos. Em doencas hepaticas, hepatites virais 
cronicas e cirroses, tambem e possfvel observar aumento de AFP, em alguns casos talvez como efeito da associacao dessas 
doencas com desenvolvimento de carcinoma hepatico. 

Em tumores testiculares, nos quais o P-hCG e o marcador tumoral mais especi'fico, o aumento tambem de AFP indica pior 
prognostico porque essa protema esta associada com o tipo de carcinoma embrionico nao seminomatoso de testiculo. Pacientes 
com doencas hepaticas cronicas benignas podem apresentar aumento de AFP, geralmente estabelecido em um plato. Gestantes no 
primeiro trimestre tambem mostram valores elevados. 

■ Gonadotrofina corionica humana 

Os hormonios glicoproteicos sao constitui'dos de uma cadeia alfa de cerca de 92 aminoacidos, comum a todos os membros desses 
hormonios, e uma cadeia beta especi'fica para cada um deles: hCG, hormonio luteinizante (LH), hormonio foliculoestimulante 
(FSH) e tireotropina ou hormonio tireoestimulante (TSH). 

A fracao beta-hCG possui 145 aminoacidos e partilha homologia com a cadeia beta-LH, por isso, os testes imunologicos de 
deteccao e quantificacao de hCG em amostras de soro utilizam anticorpos monoclonais. Deve-se lembrar que os testes de 
gravidez realizados em urina nao precisam dessa especificidade, pois apenas o hCG e encontrado em urina e somente quando as 
concentracoes sericas maternas estao muito elevadas. 

Na gestacao, o hCG e produzido pelas celulas trofoblasticas placentarias, iniciando-se logo apos a implantacao do ovulo, 
atinge rn'veis maximos por volta da 10- a 12 a semana, e decai gradativamente mantendo rn'veis elevados ate o final da gravidez. 
No sangue fetal, esses rn'veis sao apenas 2 a 3% dos valores maternos, e hCG nao mostra associacao com tamanho do feto. Os 
mecanismos que induzem a producao de hCG na gestacao e as possiveis funcoes desse hormonio nao sao totalmente elucidados. 

No sangue e na urina, hCG e encontrado na forma intacta, mas tambem como cadeias alfa e beta livres. Assim, os diferentes 
testes imunologicos comerciais podem detectar diferentes, embora similares, concentracoes na mesma amostra. Geralmente, os 
kits usam anticorpos antibeta-hCG especificos, mas ainda assim persistem variacoes individuais e nao constantes que, por vezes, 
dificultam estabelecer faixas estreitas de valores esperados em cada fase da gravidez. 

Aplicagdes da determinagao de hCG 

Detectar gravidez 

Sem duvida, esta e a principal e mais conhecida aplicacao da determinacao qualitativa (positiva ou negativa) e quantitativa de 
hCG. 

Muitos dos testes disponfveis conseguem detectar a elevacao dos valores normais ja a partir de 1 semana pos-implantacao do 
ovulo, ou seja, por volta do perfodo esperado da menstruacao. Alguns testes, ultrassensrveis, podem detectar a gravidez no 2- a 3 a 
dia pos-implantacao, e por isso sao uteis em verificar a eficiencia de procedimentos de gravidez assistida (fecundacao in vitro). 

A meia-vida de hCG e variada e, por isso, dependendo da concentracao atingida, pode ser detectado por ate algumas semanas 
apos a interrupcao da gravidez. 

A deteccao de hCG em amostras de soro e muito especi'fica, pois os produtores de anticorpos usados nos kits certificam-se 
que mesmo altas concentracoes de LH, FSH e TSH nao interfiram nos resultados. Os testes em urina, principalmente os de 
aglutinacao, por vezes mostram alguma inespecificidade, nao devido aos anticorpos usados, mas mais frequentemente devido a 
interacoes inespecfficas de componentes da urina com as micropartfculas empregadas no ensaio. 

Acompanhamento da gravidez 

A determinacao quantitativa de hCG consecutiva em intervalos de 2 a 4 dias pode ajudar a acompanhar possiveis riscos de morte 
fetal. Nesse caso, e importante utilizar o mesmo metodo, e a aplicacao e mais eficiente por volta da 8- semana, pois antes disso a 
variacao e grande e por vezes nao permite estabelecer valores esperados. Na insuficiencia placentaria, o hCG mostra valores 
abaixo do normal esperado. Na gravidez ectopica observa-se elevacao de hCG e o resultado negativo exclui a gravidez na 
vigencia de sinais ch'nicos de dor abdominal baixa. Na SD, os valores de hCG sao geralmente elevados em relacao ao normal, 
bem como na pre-eclampsia. 


Marcador tumoral 

Os tumores de celulas germinativas e coriocarcinomas de testiculos sao caracterizados por aumento serico de hCG intacto e 
principalmente das subunidades alfa e beta. Esse hormonio tambem esta associado a alguns tumores de mama, pulmao e intestino. 
Sua determina 5 ao e solicitada na vigencia de sinais clmicos ou em grupos com fatores de risco associados, portanto nao e 
utilizado como triagem. 

■ Antigeno carcinoembrionario 

CEA e AFP foram as primeiras moleculas propostas como marcadores tumorais, ambos presentes em elevadas concentra£oes na 
vida fetal e por isso chamados de oncoantigenos tumorais. A imunizacao de coelhos com extratos de celulas tumorais de colon 
intestinal induziu a producao de anticorpos que foram pre-absorvidos com extrato de intestino normal. Os anticorpos livres pos- 
absor£ao foram capazes de reconhecer CEA em amostras de soro. Esse antigeno tern sido o marcador tumoral mais solicitado em 
laboratories clmicos, em numero atualmente muito proximo do PSA. 

O CEA representa um conjunto de proteinas nao mucinosas, expressas em superficie celular com variances antigenicas, 
provavelmente controladas por 10 genes localizados no cromossomo 19. Sao altamente glicosiladas, cerca de 60% de sua massa 
constituida de manose, N-acetilglicosamina, fucose, galactose e acido sialico. Os oligossacaridios ligam-se a asparagina pelo NH 2 
ao contrario das mucinas (como CA19-9 e CA15-3), que contem a£ucares (9-ligados a residuos de serina ou treonina. 

O esqueleto proteico e altamente conservado em todas as variantes de CEA e e o alvo dos anticorpos utilizados nos testes. 
Ainda assim, e recomendavel que o seguimento do caso seja feito com o mesmo conjunto de reagentes. As variances de 
glicosila£ao podem estar associadas a alguns tipos especificos de celulas, mas os dados ainda nao sao consistentes. 

CEA e tambem secretado por celulas epiteliais do trato gastrintestinal e eliminado nas fezes, e apenas parte dele aparece no 
sangue. Parece ter papel protetor no “ turnover ” do epitelio digestivo. 

Na padronizagac e na valida£ao dos testes atuais e empregada uma preparagao Referenda Internacional da Organizagao 
Mundial da Saude (CEA 76/601) que tern mantido a confiabilidade nos testes disponiveis. 

Quando da intredugao desse marcador na rotina, na decada de 1970, observou-se que fumantes mantem valores normais de 
cerca de duas vezes o valor de individuos nao fumantes. E possivel que seja tambem uma proteina anti-inflamatoria como a alfa- 
1-antitripsina (ver Capitulo 14). 

Aplicagoes da determinagao de CEA 

O CEA e util quando associado aos aspectos clmicos e outros marcadores tumorais. Embora seja o principal marcador tumoral de 
cancer colorretal nao mucinoso, detecta apenas parte dos casos. Alguns pacientes nao mostram correlagao entre o declinio ou a 
subida dos niveis de CEA com a regressao ou a recidiva do tumor, talvez porque a proteina mostre heterogeneidade na expressao, 
na dependencia de fatores ainda desconhecidos. 

E muito utilizado na investigagac de outros tumores porque aparece aumentado tambem em alguns casos de cancer de 
pulmao, mama, estomago, ovario, pancreas e outros. Curiosamente, o CEA pode aparecer aumentado apenas na etapa de 
disseminagao (metastase) desses tumores. Resultados ligeiramente elevados podem aparecer em processos benignos inflamatorios 
do pulmao e do trato digestivo. 

■ Antigeno prostatico especifico 

E uma glicoproteina de massa molecular de cerca de 34 kDa, com fungac de serino-protease e papel muito provavel na liquefagao 
do liquido seminal na vesicula seminal. Como tern lii ngac proteolitica, provavelmente participa de processo de autoclivagem, o 
que confere labilidade a essa proteina. O PSA e produzido pela prostata, embora molecula semelhante tenha sido encontrada 
tambem em alguns tumores de mama. Na prostata, o PSA esta restrito ao citoplasma de celulas acinares e ducto epitelial. 

Em individuos sadios, e encontrado em baixas concentrayocs e em duas formas, uma livre e outra complexada a proteinas 
inibidoras de proteases: alfa-2-macroglobulinemia, alfa-l-antiquimiotripsina e alfa-l-inibidor de protease. Nas formas 
complexadas, alguns epitopos da molecula estao inacessiveis, bloqueados pelas proteinas inibidoras de proteases. Assim, a 
escolha adequada de anticorpos monoclonais permite a determina 5 ao da concentracao de PSA total (livre + complexado) e da 
fra 5 ao livre. 

O PSA e marcador e muito utilizado devido a especificidade da sua determina 5 ao. Testes ultrassensiveis (< 0,1 ng/m/') estao 
disponiveis para detectar muito precocemente recidivas e metastases pos-cirurgicas e pos-terapeuticas. Alguns anticorpos 
monoclonais anteriormente usados nos testes de detec 5 ao de PSA mostraram reatividade cruzada com calicreinas, que 
normalmente sao indetectaveis em amostras de soro ou plasma. 


Aplicagoes da determinagao de PSA 


O cancer de prostata representa importante causa de tumores em homens e o diagnostico precoce do tumor primario representa a 
melhor abordagem para o sucesso terapeutico e a cura. Caso se encontrem valores elevados de PSA (> 10 ng/m/') e sinais clfnicos 
sugestivos, indica-se a realizayao de biopsia de prostata, que pode confirmar o diagnostico. Por essas razoes a determinayao de 
PSA tem sido proposta como triagem em exames de rotina anual de homens a partir dos 50 anos de idade. Representa tambem um 
excelente marcador para acompanhar a evoluyao do caso e recidivas posteriores ao tratamento inicial. Os valores encontrados 
tambem mostram alguma correlayao com a extensao do tumor, e por isso e um marcador considerado no prognostico. 

PSA e antigenicamente distinto da fosfatase acida prostatica (PAP) que e uma enzima lisossomal de 102 kDa com cerca de 
15% de conteudo de ayucares. A detecyac de PAP mostra maior especificidade para cancer de prostata, sendo utilizada em 
conjunto com PSA. Os ensaios iniciais de PAP eram bioqulmicos baseados na atividade enzimatica da molecula, mas mostravam 
algumas interferencias com outras isoenzimas. Os testes imunologicos hoje disponfveis para determinar PAP usam anticorpos que 
nao interagem com outras fosfatases acidas (de eritrocitos, leucocitos, plaquetas, flgado e outros tecidos). 

A determinayao conjunta de PSA e PAP e adicionalmente o exame clinico de toque retal aumentam muito o valor preditivo e 
a sensibilidade do diagnostico precoce do cancer prostatico. 

Outras situacoes em que os nlveis de PSA podem estar levemente elevados (ate cerca de 10 ng/m/) sao prostatites benignas 
agudas e hiperplasia cronica benigna de prostata. Tambem se observam valores aumentados transitoriamente apos exame de toque 
retal. Ciclistas e equitadores sao outro grupo que apresenta aumento de PSA circulante. 

Nesses casos benignos, pode-se realizar a determinayao da Iracao livre de PSA, que deve estar acima de 25% do total para 
excluir provavel malignidade. A determinayao da proporyao PSA livre/total nao tem significado para valores de PSA acima de 10 
ng/m£, pois valores alterados, independentemente da Iracao livre ou ligada, devem ser investigados com mais detalhe clinico. 

■ Cancer antigen 125 

O anticorpo monoclonal obtido pela imunizayac dos camundongos com celulas de adenocarcinoma ovariano tem permitido o 
estudo do marcador cancer antigen (CA) 125, fortemente associado com tumores malignos ovarianos. Os testes atuais de 
quantificayao desse marcador sao de segunda gerayao e ja usam outros anticorpos monoclonais mais especlficos. 

Como outros marcadores, CA 125 circulante mostra-se como um agregado glicoproteico de elevada massa molecular, sendo 
a menor subunidade de cerca de 210 kDa, aparentemente de composiyao nao mucinosa. A clonagem dessa molecula deve 
esclarecer sua estrutura. Por tecnicas imuno-histoqulmicas, tem sido relatada a presenya de pequenas quantidades do antlgeno CA 
125 em tecidos variados: pleura, pericardio, peritonio, tubas uterinas, endometrio e endocervix, e abundantemente em liquido 
amniotico, mas nao e derivada do feto. Por isso, CA 125 pode ser encontrado circulante em maiores concentrayoes em 
hiperplasias ou inllamaybcs desses tecidos. 

Igualmente ao CA 19-9, a diluiyao da amostra pode detectar nlveis mais elevados do que aparentavam com a amostra nao 
dilulda, em razao da intensa pclimerizayao da molecula nas amostras mais concentradas, dificultando a ligayao dos anticorpos de 
captura ou de revelayao. 

Aplicagdes da determinagao de CA 125 

O CA 125 e o principal marcador em carcinomas serosos ovarianos, que frequentemente invadem cavidade peritoneal 
ocasionando form ay ao de ascites. A detcrminacao do nlvel de CA 125 pre-operatorio e pre-quimioterapia e util para acompanhar 
sucesso da intervenyao e posterior recorrencia. 

CA 125 tambem pode ser marcador importante em alguns tipos de neoplasias de pulmao, mama e endometrio. 

Ccndiyoes benignas envolvidas com aumento de CA 125 sao: cirrose, endometriose grave, cistos ovarianos, pericardites e no 
primeiro trimestre gestacional. Llquidos de ascites e derrames pleurais tambem podem ter aumento desse marcador. 

Como se observa, a falta de especificidade desse marcador torna-o pouco util na triagem e no diagnostico do cancer de 
ovario. Por outro lado, e o mais associado a esse cancer, sendo empregado no acompanhamento do caso ao qual se aplique. 

■ Cancer antigen 19-9 

Esta glicoprotelna mucinosa de 210 kDa que se agrega em pollmeros (600 a 2.000 kDa) foi descrita inicialmente como 
monosialogangliosldio de superflcie de celulas de carcinoma colorretal. Trinta por cento do conteudo proteico e serina, treonina e 
prolina, caracterlstica das mucinas. O conteudo de carboidratos e elevado e em parte mostra estrutura semelhante ao antlgeno 
Lewis 3 , sem o conteudo sialico. Por isso, o CA 19-9 foi tambem chamado de “antlgeno sialo-Lewis 3 ”. 

O papel fisiologico do CA 19-9 e desconhecido, mas mucinas de celulas epiteliais indicam papel protetor e as estruturas de 
gangliosldios estao envolvidas em algumas interayoes celulares. 

A composiyao de CA 19-9 torna a molecula altamente senslvel a neuraminidases bacterianas, exigindo cuidado na 
conservayao da amostra. A molecula se agrega e desagrega de maneira nao homogenea, e por vezes anticorpos anticarboidratos se 


complexam em parte da molecula. Talvez, por isso, a diluigao da amostra com elevada concentragao de CA 19-9 apresente 
resultados mais elevados do que a amostra nao dilui'da, ou seja, a diluigao da amostra reduz os efeitos interferentes e os resultados 
sao mais confiaveis. 

Indivfduos com genotipo Lewis ab ' nao possuem a enzima fucosil-tranferase e por isso nao sintetizam CA 19-9. Embora 
apenas 5% da populagao tenha esse genotipo, ele deve ser considerado quando do estudo de tumores gastrintestinais. 

Aplicagoes da determinagao de CA 19-9 

A principal utilidade e na investigagao de tumores gastrintestinais, especialmente pancreas, veslcula biliar, estomago e colorretal. 
Embora altamente especlfico, a sensibilidade e maior apenas nos estagios mais tardios do tumor, o que inviabiliza seu uso na 
triagem de casos. Nos casos neoplasicos avancados, os valores estarao muito acima (10 a 100 x) do normal, enquanto valores 
levemente aumentados podem estar mais frequentemente associados a cirrose e outras hepatopatias, pancreatites e fibrose clstica. 

■ Cancer antigen 15-3 

E uma mucina de elevada massa molecular (cerca de 400 kDa) reconhecida por anticorpos monoclonais que tambem identificam 
moleculas de leite humano. O CA 15-3 encontrado em cancer de mama parece ser heterogeneo quanto ao tamanho molecular e a 
porcentagem de glicosilagac dessas moleculas. A maioria dos anticorpos monoclonais ja obtidos para celulas de cancer de mama 
reconhece uma sequencia pequena do antlgeno, mas bastante repetitiva nas moleculas existentes. Essa caracterfstica gera as 
variagoes inter e intraensaios ja falados para o CA 19-9. 

CA 15-3 e bastante sensfvel a proteases e neuraminidases, o que acrescenta um cuidado especial no armazenamento das 
amostras para evitar contaminagao microbiana. O papel do CA 15-3 em condigoes normais parece ser a diferenciagao das celulas 
epiteliais mamarias, ja que tambem esta presente no leite humano. 

Aplicagoes da determinagao de CA 15-3 

CA 15-3 e o marcador tumoral mais associado ao cancer de mama, embora de baixa sensibilidade. Curiosamente, um numero de 
casos expressa esse marcador apenas na etapa de metastases do cancer de mama, por isso o ensaio e sempre solicitado em 
acompanhamento desse cancer, mesmo quando nao se mostrava um marcador inicial no tumor primario. 

Embora a associagao de CA 15-3 e CEA aumente a sensibilidade do estudo do cancer de mama, o CEA apresenta as 
desvantagens de especificidade ja mencionadas, o que acaba por invalidar a associagao dos marcadores na maioria das pacientes. 
Valores elevados de CA 15-3 estao descritos em alguns casos de dcengas benignas hepaticas, pulmonares, ovarianas e da propria 
mama. 

A Tabela 15.1 resume alguns dos principals marcadores tumorais utilizados na pratica do laboratorio clfnico. Os principals 
tipos de neoplasias de acordo com os marcadores tumorais indicados para analise laboratorial sao mostrados na Tabela 15.2. 

Testes rapidos para marcadores tumorais 

Apesar das dificuldades apontadas para o uso em larga escala dos testes imunologicos para detecgao de antlgenos tumorais, e 
certo que, quando se mostram especlficos em um determinado paciente, seria interessante dispor do teste na forma de testes 
simples de execugao em unica etapa, como o ensaio imunocromatografico de imunocaptura. No entanto, o emprego limitado 
desses ensaios, aliado ao custo de desenvolvimento do produto, tern dificultado a disponibilidade desse tipo de teste. Dentre 
todos, com certeza o PSA parece ser o marcador mais promissor para essa abordagem, ja que seu emprego na triagem do cancer 
de prostata em indivfduos com mais de 50 anos demandara o teste rapido de aplicacao em larga escala. Evidentemente, o ideal e 
que se possa utilizar com amostras de pungao digital, ou seja, uma gota de sangue total, facilmente obtida em clfnicas e 
ambulatorios medicos. 


Tabela 15.2 Principais tipos de neoplasias de acordo com os marcadores tumorais indicados para analise 
laboratorial. 


Orgao/tecido 

Marcador 

Marcador 

Indicagao* 


de escolha 

associado 

Triagem 3 

Diagnostico 

Prognostico 

Monitorar 

tratamento b 

Seguimento 

(recidivas) b 

Estomago 

CA 19-9 

CA 72-4 




++ 

++++ 

Figado 

AFP 

CEA 


+ 


+++ 

+++ 




Mama 

CA 15-3 

CEA 



+ 

+++ 

+ + + 

Mieloma 

p 2 -M 



+ 

++ + 

+ + 

+ + 

Ovario 

CA 125 

CA 72-4 

CEA 

+ 

+ 

+ 

+++ + 

+ +++ 

Pancreas 

Vias biliares 

CA 19-9 



++ 

+ 

+++ 

+ +++ 

Prostata 

PSA 

PAP 

+++ 

++ + 

+ 

+++ + 

+ +++ 

Reto/colon 

CEA 

CA 19-9 

+ 

+ 

++ 

+++ + 

+ +++ 

Testiculo 

Beta-hCG 

livre 

AFP 



++ 

++ 

+++ + 

+ +++ 

Tireoide 

(medular) 

Calcitonina 

CEA 

+ + + 

+ + + 

+ 

+++ + 

+ +++ 


*Como auxiliar ou suplementar. a Para grupos de alto risco (dados epidemiologicos que justifiquem a triagem). b Nos casos em 

que foi identificado como marcador. AFP: alfafetoprotefna; beta-hCG livre: betagonadotrofina corionica humana (cadeias 
livres); P 2 -M: beta-2-microglobulina; CEA: antfgeno carcinoembrionario; PAP: fosfatase acida prostatica; PSA: antfgeno 
prostatico especffico. 
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Capitulo 16 

Infeqoes Bacterianas 


Adelaide J. Vaze Karen K. S. Sunahara 


Introducao 

Uma serie de microrganismos habita o corpo humano e e benefica para a manutengao da saude. Constituida por bacterias e 
fungos, a microbiota normal tem funcoes importantes como facilitar o sistema imune na defesa aos patogenos e auxiliar na 
absorgao de nutrientes. 

As infecgoes geralmente ocorrem por um desequilfbrio na interagao hospedeiro-patogeno, seja pela incapacidade do 
organismo em eliminar o patogeno, ou pela alteragao topografica da microbiota normal. Assim, a infeccao consiste na invasao e 
na colonizagao de tecidos por patogenos que escaparam do mecanismo de defesa natural. De fato, a maioria das bacterias e 
impedida de infectar o ser humano por barreiras fisicas e mecanismos enzimaticos presentes nos tratos respiratorio, 
gastrintestinal e urogenital. 

Algumas especies bacterianas que formam a chamada microbiota normal das mucosas e da pele tem duas funcoes 
importantes para o binomio saude-doenga: 

• Por estar em elevada concentragao, acabam competindo (espago e alimento) com as especies patogenicas 

• Por serem estranhas ao hospedeiro, tambem estimulam o sistema imune das mucosas, o qual se mantem vigilante e ativo 
durante todo o tempo. 

No entanto, essa microbiota normal torna-se extremamente patogenica caso atinja a circulagao. Por exemplo, apos lesoes 
mecanicas de tecidos, em queimados e acidentados, as bacterias presentes na pele podem formar abscessos ou, ao ganhar a 
corrente sanguinea, podem expressar seu carater patogenico em individuos com grave imunodeficiencia celular T (ver Capitulos 
12 e 28). A imunodeficiencia humoral IgA seletiva tambem estabelece maior frequencia de infecgoes de mucosas, mas como a 
resposta T esta preservada, geralmente nao ocorre intensa disseminagao na maioria dos casos. 

Neste capitulo, interessam as infecgoes bacterianas mais importantes e para quais as tecnicas imunologicas sao relevantes 
para o diagnostico, os estudos de imunopatogenicidade ou o desenvolvimento, a produgao e o controle de qualidade de vacinas. 

Infecgao bacteriana e resposta imune 

Os objetivos do sistema de defesa nas infecgoes bacterianas podem ser resumidos em: 

• Dificultar aderencia da bacteria as celulas epiteliais das mucosas 

• Neutralizar toxinas e substancias imunossupressoras bacterianas, que sao muitas vezes responsaveis pela virulencia e 
patogenicidade bacteriana 

• Confer a disseminagao dos microrganismos 

• Reduzir a multiplicagao bacteriana, mantendo um adequado equilibrio parasita-hospedeiro 

• Eliminar eventuais bacterias que tenham aderido a mucosa 

• Eliminar as bacterias infecciosas 

• Cicatrizar eventuais lesoes causadas 

• Estimular resposta imune humoral e celular antigeno-especifica 






• Manter resposta protetora de memoria. 

Para alcangar esses objetivos ha os mecanismos de defesa do hospedeiro: 

• Imunidade inata: barreiras flsicas (pele, cllios dos bronquios), pH acido estomacal, enzimas (p. ex., lisozima em lagrima e 
secrecoes), microbiota normal (nao patogenica em equilfbrio com o hospedeiro), ativagao das vias alternativa e das lectinas 
do complemento (por componentes da membrana e da parede bacteriana) 

• Anticorpos: incluindo IgA secretora antigeno-especffica e de reatividade cruzada para bacterias patogenicas e nao patogenicas 

• Inflamacao: decon'ente da invasao bacteriana de celulas epiteliais e da mucosa. Ocorre fagocitose com ingestao, fusao 
fagolisossoma, digestao (oxidativa e nao oxidativa) e apresentacao de antigenos aos linfocitos 

• Mediadores inflamatorios e citocinas: produzidos por celulas ativadas e apresentando diversas fungoes 

• Produtos da ativagao do sistema complemento: C5a, C3a e C4a sao fatores quimiotaticos para neutrofilos e aumentam a 
permeabilidade vascular; C3b e uma opsonina para fagocitose, encontra receptores na superficie da bacteria; C56789 e um 
complexo de ataque a membrana com agao citolitica 

• Resposta humoral: present;a de IgA. A forma dimerica de IgA secretora inclui o componente secretor S que confere resistencia 
da IgA a proteolise por enzimas das mucosas. A subclasse IgA 2 e mais encontrada nas secrecoes e a IgAi predomina na 
circulagao 

• Resposta celular: linfocitos T citotoxicos e celulas natural killer (NK) estao envolvidos na lise bacteriana. 

Mecanismos de agressao ao hospedeiro 

Sao responsaveis pela patogenicidade e virulencia de muitas das infeccoes bacterianas: 

• Produgao e excregao de exotoxinas : algumas bacterias produzem e secretam toxinas que sao responsaveis pela patogenicidade 
e virulencia. Por exemplo, toxinas difterica (inibe slntese proteica), colerica (ativa adenilciclase com aumento de cAMP e 
alteracoes celulares com excregao de agua e eletrolitos), tetanica (fixa-se a gangliosfdeos do sistema nervoso central - SNC, 
bloqueando neuronios transmissores e resultando em atividade excitatoria nao regulada, chamada de paralisia espastica com 
espasmos musculares prolongados) e botulinica (bloqueia a transmissao de fibras dos nervos colinergicos, resultando em 
paralisia flacida) 

• Endotoxinas: lipldio A do lipopolissacaridio (LPS) da parede de bacterias Gram-negativas e considerado endotoxina por fazer 
parte da estrutura da bacteria, podendo assim atuar mesmo na presenga de bacterias mortas. A principal agao ocorre quando 
da lise bacteriana e grande liberagao de LPS. Lipidio A do LPS na circulagao ativa os sistemas do complemento e da 
coagulagao, celulas inflamatorias e endotelio vascular, com produgao de citocinas e mediadores inflamatorios. Por 
consequencia, ocorrem febre, disturbios vasculares, tromboses, hipotensao e choque. Sao exemplos dessas complicagoes a 
febre tifoide e a meningite meningococcica 

• Utilizagao de nutrientes do hospedeiro causando lesoes teciduais: as bacterias produzem enzimas liticas para obter alimentos. 
Por exemplo: proteases ( Pseudomonas ), nucleases ( Strepctococcus pneumoniae) e glicosidades (Shigella). Proteus mirabilis, 
durante a infecgao urinaria, produz urease por utilizar a ureia da urina e, como resultado, a amonia gerada pela bacteria causa 
lesoes teciduais na mucosa urinaria 

• Imunopatogenicos : em algumas infecgoes bacterianas, as lesoes teciduais sao decorrentes da resposta imune-inflamatoria. Por 
exemplo, citotoxicidade por deposigao de imunocomplexos chamada de hipersensibilidade tipo III (glomerulonefdte por 
Streptococcus pyogenes) e resposta granulomatosa chamada de hipersensibilidade tardia tipo IV ( Mycobacterium 
tuberculosis, Treponema pallidum na fase terciaria da infecgao). 

Mecanismos de evasao bacteriana 


Interferem nos mecanismos de defesa do hospedeiro. Alguns exemplos sao: 

• Inibigao ou interferencia na cascata de ativagao do sistema complemento: capsula do S. pneumoniae, protema A do 
Staphylococcus aureus resistente ao complexo de ataque a membrana 

• Inibigao da fagocitose: envelope externo de T. pallidum, protema M de S. pyogenes e capsulas bacterianas (S. pneumoniae. 
Neisseria) 

• Inibigao da fusao fagolisossoma, impedindo morte bacteriana intracelular: sulfatidios na superficie (M. tuberculosis) 

• Produgao de proteases com agao contra IgA ( Neisseria gonorrhoeae e meningitidis, Haemophilus influenzae) 




• Variagues antigenicas escapando da resposta imune especffica formada para cepas distintas de infecgoes anteriores. 

Imunoensaios e infecgoes bacterianas 

Uma das principals aplicagoes dos imunoensaios e o diagnostico laboratorial das infecgoes bacterianas. A regra no diagnostico 
laboratorial e o uso de tecnicas microbioldgicas que evidenciam a bacteria diretamente por microscopia com auxilio de 
coloragdes proprias, ou por isolamento e expansao em meios de cultura. O cultivo microbiologico permite a obtengao da cepa 
bacteriana em quantidades suficientes para exames morfologicos, bioquimicos, genomicos, metabolicos, bem como analise da 
capacidade de a cepa se multiplicar na presenga de determinados antibioticos e quimioterapicos (antibiograma). 

O procedimento gold-standard (padrao ouro ou teste de referenda) de investigagao de infecgdes bacterianas e o 
isolamento, a identificagao da cepa bacteriana e a execugao do antibiograma, determinando os quimioterapicos capazes de 
eliminar a cepa isolada. 

Uma das dificuldades da tecnica microbiologica e que nem todas as bacterias causadoras de infecgoes sao facilmente 
cultivaveis. Para aquelas em que o diagnostico microbiologico esta bem estabelecido, ha o inconveniente do longo tempo 
necessario para o crescimento bacteriano, para as provas bioquimicas e para o desafio de crescimento em meios contendo 
antimicrobianos. Varias horas ou alguns dias podem ser gastos para se obter o laudo final. A automagao desses metodos tem 
reduzido esse tempo, mas ainda se passam varias horas ate o resultado. A pesquisa na area de genoma bacteriano tem fornecido 
informagdes que, em breve, devem auxiliar na disponibilizagao de testes de biologia molecular [ nucleic acid tests (NAT)], os 
quais poderao ser automatizados na forma de testes rapidos como microarrays (microarranjos) para detecgao de sequencias 
genicas de diferentes bacterias em grande variedade de especimes biologicos (ver Capitulo 3). 

Alguns metodos permitem identificar apenas grupos de bacterias, como a prova da catalase. A catalase e uma enzima 
liberada por varias especies de cocos (p. ex.. Staphylococcus, Escherichia coli) e capaz de dissociar o peroxido de hidrogenio 
em agua e oxigenio, inibindo a fagocitose. 

Os metodos microbiologicos, regra geral, nao sao suficientes para identificar grupos, subgrupos, tipos e subtipos. Essas 
variaveis nas cepas de uma mesma especie normalmente representam estruturas proteicas, glicoproteicas, agucares ou lipo- 
oligossacarideos, especfficos da cepa e que podem ser analisadas por imunoensaios para identificagao de antigenos (moleculas). 
Para esses ensaios sao necessarios anticorpos policlonais ou, mais recentemente, monoclonais. Os primeiros testes usavam soros 
de animais imunizados, e por isso e comum o uso da terminologia sorotipagem de bacterias, por exemplo, “os estreptococos 
sao classificados em sorogrupos de acordo com os carboidratos da camada media de sua parede”. Mais recentemente, em alguns 
estudos, o termo imunotipo tem sido usado, por exemplo, para alguns lipo-oligossacarfdeos de capsula de N. meningitidis} 

Os ensaios imunologicos, que inicialmente eram de aglutinagao direta utilizando a bacteria Integra, hoje utilizam metodos 
imunoenzimaticos de captura, com elevada sensibilidade, e podem ser realizados tambem com extratos ou sobrenadantes de 
exsudatos coletados do paciente. 

Para fins de estudos epidemiologicos, inclusive de vigilancia epidemiologic a, pode ser necessario identificar tambem 
grupos ou tipos de uma determinada bacteria, por exemplo, N. meningitidis. A, B ou C. A correlagao com o tipo do agente e 
importante, porque a decisao de iniciar a imunoprofilaxia vacinal deve ser baseada na determinagao da cepa vigente naquele 
surto, considerando sua virulencia e a associagao com epidemias. 

Alem do teste imunologico que permite identificar caracterfsticas antigenicas sutis, como resfduos diferentes de agucar, as 
tecnicas de biologia molecular tambem sao utilizadas, cada vez com maior frequencia. 

■ Aplicacao dos imunoensaios 

O objetivo deste item e ilustrar algumas das principals situagoes em que os testes imunologicos sao empregados na investigagao 
laboratorial e no estudo imunologico das infecgoes bacterianas. Para uma abordagem pedagogica, os topicos serao divididos em: 

• Bacterias que produzem toxinas (toxigenicas) 

• Bacterias capsulares 

• Bacterias intracelulares 

• Sffilis 

• Miscelanea. 

Bacterias que produzem toxinas 

Neste grupo, as bacterias importantes para o estudo imunologico sao: clostridios, Corynebacterium diphtheriae, Vibrio cholerae 



e S. pyogenes grupo A. Esta ultima infecpao bacteriana esta associada a febre reumatica aguda (FRA) e a glomerulonefrite 
difusa aguda (GNDA), ambas de elevada morbidade. As outras bacterias apontadas tem na toxina importante fator de virulencia. 

Observou-se, desde o seculo passado, que indivfduos que sobreviviam a infecpao primaria ficavam imunes a doenpa. Dessa 
maneira, como a toxina pode ser neutralizada por anticorpos, a ideia da imunizapao ativa ( vacinagao) especifica para a toxina 
surgiu e possibilitou uma enorme redupao da letalidade por essas afecpoes (ver Capitulo 29). 

Os principals clostridios de interesse clinico causam tetano ( Clostridium tetani), botulismo (C. botulinum) e gangrena 
gasosa (C. perfringes). 

O tetano e universalmente prevenido com vacinapao ja nos primeiros meses de vida. O botulismo e a gangrena gasosa 
ocorrem em situapoes especificas, sendo eventos muito raros, o que nao indica vacinapao da populapao geral. Como os 
clostridios sao microrganismos teluricos, situapoes de guerra ou catastrofes naturais como teiTemotos tornam a populapao mais 
exposta ao risco. Nesses casos, grupos de risco podem ter acesso a vacinas e aos soros imunes antitoxina especifica. 

A difteria e outra infecpao bacteriana toxigenica grave que pode ser prevenida com vacinapao. As vacinas tetanica e 
difterica aplicadas na infancia induzem protepao de longa durapao, mas ha esquema de vacina em adultos, principalmente para o 
tetano em areas urbanas. Na vacina triplice bacteriana (DPT), alem dos toxoides difterico e tetanico, tambem e incluida a 
Bordetella pertussis (coqueluche). Nas vacinas com a bacteria morta, a Bordetella funciona tambem como adjuvante. Mais 
recentemente, tem-se preferido o uso de alguns toxoides (principalmente a toxina pertussica) devido a algumas complicapoes 
associadas com a imunizapao usando a bacteria Integra. 

Na produpao de soros e vacinas, varios fatores estao envolvidos e serao abordados no Capitulo 29. O desenvolvimento de 
novas vacinas tambem sera explorado nesse capitulo. 

Na area de soros imunes e vacinas, desde a etapa da pesquisa ate o controle de qualidade final do produto, os testes 
imunologicos sao utilizados para comprovar a imunogenicidade do antigeno, bem como a qualidade e a quantidade de resposta 
imune humoral produzida. Quando o imunogeno deve induzir resposta celular T protetora, como na tuberculose, tambem e 
necessario comprovar o desenvolvimento desse tipo de resposta (ver Capitulo 12). 

No caso de soros e vacinas para bacterias toxigenicas e necessaria a produpao de anticorpos IgG de alta afinidade e que 
sejam efetivamente neutralizantes da toxina. Por esse motivo, tambem devem ser feitos testes imunologicos e biologicos em 
animais demonstrando que os anticorpos produzidos bloqueiam (neutralizam) o efeito toxico especifico daquela toxina 
bacteriana. 

Um exemplo e o teste de Schick para estudo da infecpao e da imunidade por C. diphtheriae. Se o individuo possuir 
anticorpos especificos circulantes produzidos por imunizapao anterior, quando da inoculapao subcutanea da toxina difterica, 
havera neutralizapao da apao necrosante da toxina no local da inoculapao. 

Em algumas situapdes pode ser util a detecpao da toxina em produtos alimentares, como a toxina botulinica. Testes 
imunologicos de elevada sensibilidade para detecpao de antigenos (ver Capitulo 13) sao utilizados para essa finalidade. 
Instituipoes de pesquisa e as proprias empresas produtoras de alimentos tem interesse nessa analise. 

O V. cholerae causa uma infecpao grave em indivfduos expostos a ingestao de alimentos e agua contaminados com fezes 
infectantes. A resistencia bacteriana no meio ambiente torna facil desencadear epidemias ou surtos. Nesses grupos expostos e 
altamente recomendavel a vacinapao. 

Tanto na produpao da toxina quanto na detoxificapao da molecula (toxoide), seja para imunizar animais para obtenpao de 
soros hiperimunes ou para imunizar humanos, e necessaria a utilizapao de imunoensaios que, alem da detecpao, quantifiquem a 
toxina presente. Esses testes usam anticorpos policlonais e monoclonais. 

Outras bacterias toxigenicas 

Algumas bacterias toxigenicas apresentam maior complexidade de fatores de virulencia e patogenicidade, sendo a produpao de 
toxinas o principal deles. 

B. pertussis e responsavel pela coqueluche, praticamente eliminada na populapao vacinada na infancia com a DPT (tetano, 
difteria e coqueluche). O extrato de Bordetella, como citado anteriormente, pode atuar como adjuvante na vacina, por facilitar o 
processo imune-inflamatorio e aumentar a insolubilidade do extrato antigenico vacinal. 

O genera Staphylococcus pertence a familia Micrococcacceae, que inclui outros tres generos: Planococcus, Micrococcus e 
Stomatococcus. Os Staphylococcus sao compostos por mais de 30 especies, sendo os microrganismos que mais produzem 
doenpa em humanos e, por isso, mais frequentemente isolados em amostras laboratoriais. O nome do S. aureus deve-se a 
produpao de um pigmento carotenoide amarelo-ouro, enquanto o S. epidermidis tem o nome devido a sua predominante 
colonizapao de pele e mucosas integras, sendo considerado microbiota normal nesses locais. S. aureus tambem e colonizador de 


pele e mucosas, especialmente fossas nasais. 

Uma vez que haja quebra das barreiras naturais de defesa, os estafilococos invadem tecidos lesados e se disseminam por 
via hematogenica, causando bacteremias graves. Essa gravidade deve-se tambem ao fato de esses patogenos apresentarem 
frequentemente multirresistencia antimicrobiana. 

Curiosamente, os estafilococos nao induzem boa imunidade especifica protetora, o que os torna potenciais agentes 
causadores de doencas supurativas e de infecgoes hospitalares, em queimados e pos-cirurgicos. Em pacientes debilitados, 
causam uma doenga dermatologica com bolhas ou esfoliagues difusas e toxemia sistemica. A fomia localizada e chamada de 
impetigo bolhoso e a disseminada e a sindrome esfoliativa da pele escaldada. Sao determinadas pela toxina epidermolitica do S. 
aureus. 

Streptococcus beta-hemoh'tico do grupo A 

A especie S. pyogenes representa um importante grupo de cocos Gram-positivos, dispostos em cadeia e que causam infeccoes 
piogenicas. A parede bacteriana e formada por tres camadas. A mais interna contem mucopeptidios responsaveis pela rigidez e 
forma da bacteria. A camada media contem diferentes carboidratos imunologicamente distintos e que permitem a divisao da 
especie em grupos A, B, C. Na camada externa sao encontradas as proteinas M, R e T; nas proteinas M e T se encontram as 
diferengas antigenicas utilizadas para a sorotipagem. 

0 S. pyogenes excreta toxinas importantes no mecanismo patogenico da infecgao, como a toxina eritrogenica responsavel 
pelas crupcoes cutaneas na escarlatina. Outras exotoxinas incluem as enzimas hialuronidase, nicotinamida adenina 
dinucleotidase (NADase), dcsoxirribonuclcase (DNase) e estreptoquinase, todas imunogenicas. 

S. pyogenes do grupo A e um dos principals agentes causais de infecgoes bacterianas do trato respiratorio superior, sendo 
comuns amidalites, faringites agudas e cronicas. Mais raramente, pode causar erisipela em membros inferiores, principalmente 
em pacientes imunocomprometidos e com problemas vasculares. Outros grupos dessa especie bacteriana tambem sao 
encontrados, mas sao as cepas do grupo A as que possuem como principal fator de virulencia a producao e a excregao de 
enzimas citotoxicas e hemoliticas, as principals delas chamadas de estreptolisina O (SLO) e S (SLS). 

A SLO corresponde a um imunogeno potente que induz producao de anticoipos especificos, principalmente em infeccoes 
cronicas e recorrentes. 

O S. pyogenes tambem produz uma fibrinolisina que dissolve rede de fibrina; hialuronidase que diva acido hialuronico em 
tecido conectivo; toxina eritrogenica responsavel pela escarlatina e rash (erupgoes) cutaneo que podem ocorrer com a infecgao. 
Como a bacteria pode estar na microbiota normal de pele, e uma infecgao que ocorre frequentemente em pacientes feridos e 
queimados, apresentando-se na forma grave. A estreptoquinase de elevada capacidade citotoxica e comercializada como 
medicamento trombolitico de utilidade terapeutica em tromboses e infartos agudos do miocardio. 

As infeccoes por Streptococcus do grupo A nao tratadas estao associadas a GNDA e a FRA. A GNDA pode ser decorrente 
de mecanismos de hipersensibilidade tipo III por formagao de imunocomplexos na vigencia de excesso de antigenos (infecgao 
cronica ou sem controle) e anticorpos. A FRA ocorre algumas semanas apos a infecgao inicial e pode resultar em sequelas 
graves, pois sucedem lesoes autoimunes em miocardio e valvulas cardiacas. Aparentemente, ha reagao cruzada entre os 
anticorpos dirigidos para uma pequena sequencia da proteina M do estreptococo do grupo A e os antigenos estruturais 
cardiacos, provavelmente vimentina do citoesqueleto de valvulas cardiacas. A especificidade desses anticorpos depende da 
apresentagao dos antigenos e ha associagao com antigeno leucocitario humano (HLA) classe II DR7 e Dw53. Apesar dessa 
restrigao de predisposigao genetica, o acompanhamento laboratorial de infecgoes estreptococcicas, principalmente em criangas e 
jovens, e muito preconizado na pratica medica. 

Um bom marcador laboratorial para acompanhamento da infecgao e a determinagao de niveis anormalmente elevados de 
anticorpos anti-estreptolisina O (anticorpo ASLO), ja que a SLO e especifica de S. pyogenes grupo A. 

IMUNOENSAIOS DE DETECQAO DE ANTIGENOS ESPECIFICOS DE S. PYOGENES 
GRUPOA 

Como o diagnostico microbiologico, incluindo sorotipagem, pode demorar ate 2 dias, os imunoensaios podem ser uteis na 
triagem de pacientes com suspeita de infecgao por S. pyogenes grupo A. A aplicagao dos testes rapidos deve-se a indicagao de 
terapeutica mais contundente na vigencia da infecgao por cepas do grupo A, visando reduzir a morbidade das sequelas de 
GNDA e FRA. Em casos de urgencia do diagnostico da infecgao por Streptococcus do grupo A, podem ser usados testes 
rapidos de detecgao de antigenos especificos desse grupo utilizando swabs de secregoes ou feridas. A secregao coletada 
geralmente e tratada por alguns minutos com um liquido que acompanha o kit. O acido nitroso desse liquido promove a extragao 


de antfgenos polissacarfdeos grupo-especfficos, que serao complexados com anticorpos presentes no reagente do kit. Nos testes 
de imunocaptura, esses anticorpos sao conjugados a corantes coloidais e, assim, uma mancha colorida e formada na area de 
captura do imunocomplexo. 

Podem ser empregados os testes de aglutinagao (ver Capitulo 6), imunoenzimaticos ou os testes de imunocaptura (ver 
Capitulo 7), com anticorpos monoclonais. Os resultados dos kits disponiveis mostram concordancia superior a 90% com os 
resultados da cultura bacteriologica. 

Quando o resultado do teste rapido e negativo, vale a pena prosseguir na investigagao utilizando o cultivo microbiologico 
do material. Por outro lado, se as bacterias ja estiverem mortas, o cultivo pode ser negativo, apesar do teste de detecgao dos 
antfgenos bacterianos positivo. 

Sondas de DNA potencialmente devem substituir os imunoensaios na deteccao de antfgenos, mas ainda nao estao 
disponiveis. 

Vale lembrar que as infeccdes nem sempre mostram sintomas ou lesoes no local onde o material para o diagnostico direto 
foi coletado. Por isso, ha grande utilidade nos imunoensaios que detectam infecgao pela presenga de anticorpos. 

IMUNOENSAIOS DE DETECQAO DE ANTICORPOS NA INFECQAO POR S. 
PYOGENES DO GRUPO A 

Como a SLO e uma exotoxina, a obtengao desse antfgeno e muito facil, bastando filtrar as culturas em meio lfquido. Em 1932, 
Todd estudou a resposta imune de produgao de anticorpos ASLO utilizando o antfgeno SLO e padronizou ensaios de inibigao da 
hemolise. 2 A partir dessa padronizagao, estabeleceu-se um parametro de quantificagao dos anticorpos em Unidades Todd. Os 
testes atuais usam, na padronizagao, amostras-referencia obtidas pelo metodo de Todd. E importante lembrar que a maioria dos 
indivfduos possui alguma quantidade de anticorpos ASLO, por isso o limiar de reatividade (cut off) dos testes atuais detecta 
apenas nfveis elevados de anticoipos; portanto, provavelmente associados a infecgoes cronicas ou de maior disseminagao. 

A dosagem de ASLO por neutralizagao da hemolise foi muito utilizada, e ainda o e em alguns locais, mas foi sendo 
substitufda por testes automatizados. A SLO e citotoxica e lisa hemacias humanas, de coelho ou de carneiro. Na presenga de 
anticorpos especfficos, a agao da SLO e neutralizada inibindo a hemolise. O soro do paciente e dilufdo em diferentes 
concentragoes e, assim, o metodo e semiquantitativo. Como nesse ensaio de neutralizagao a toxina deve estar ativa, a SLO deve 
ser mantida na forma reduzida para manter capacidade hemolftica. Como a SLO e inativada pelo oxigenio do ambiente, a 
solugao de SLO sao adicionadas substancias redutoras. 

Lipfdios e contaminantes bacterianos podem ligar-se a SLO e promover falsa positividade, pois vao mimetizar a agao 
neutralizante dos anticoipos. Por isso, e realizada a deslipidizagao do soro previamente ao ensaio, para o qual se recomenda 
rigoroso jejum de 12 h. 

Atualmente sao mais usuais os testes de aglutinagao rapida manual ou os testes automatizados (turbidimetria e 
nefelometria) para detecgao dos anticorpos ASLO, nos quais nao e necessaria a funcionalidade da SLO na sua forma reduzida e 
na qual a interferencia dos lipfdios das amostras e menor. Turvagao intensa pode interferir na leitura dos metodos automatizados 
e interagir com as partfculas de poliestireno dos testes de aglutinagao. A ultracentrifugagao das amostras a 90.000 g por 10 min 
resolve o problema, mas nao e comum que os laboratories clfnicos possuam ultracentrffugas. 

Testes para detecgao de anticorpos especfficos para outras enzimas imunogenicas do Streptococcus podem ser uteis. 
Embora nao sejam usuais, a detecgao de anticorpos anti-DNAse B e um dos mais recomendados, principalmente para estudar 
pacientes com piodermites estreptococcicas, grupo que aparentemente produz baixos nfveis de ASLO. 

Anticorpos anti-hialuronidase e antiestreptoquinase tambem aparecem em pacientes com ERA e GNDA e, em conjunto 
com a ASLO, aumentam a sensibilidade do diagnostico laboratorial pela presenga de, pelo menos, um desses anticorpos. 

Ao contrario dos testes para ASLO, os outros ensaios nao sao facilmente obtidos no mercado, restringindo-se a instituigoes 
de pesquisa. 

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE ARTRITES E FEBRE REUMATOIDE AGUDA 

Como um dos sinais clfnicos da febre reumatica e a inflamagao de articulagoes acompanhada de dor reumatica, cujo mecanismo 
envolvido e a deposigao de imunocomplexos nas articulagoes, e frequente a necessidade de distinguir a ERA de outras artrites. 

Por esse motivo, e muito comum o pedido da trinca de exames ASLO, fator reumatoide e protefna C reativa (PC-R), ja nos 
primeiros exames de triagem dos pacientes (ver Capitulo 14, Capitulo 24 e Capitulo 25). 


Bacterias capsulares 


Neste grupo de bacterias, serao apresentadas H. influenzae, N. meningitidis e S. pneumoniae, pela importancia que adquirem no 
meio medico como causa de infeccoes, especialmente meningites. 

Esse grupo e facilmente identificado microscopicamente em coloragoes rotineiras e multiplica-se em meios de cultura 
disponfveis. Para identificagao morfologica em microscopio, a bacteria deve estar Integra em quantidade suficiente, enquanto os 
meios de cultivo permitem a expansao clonal da cepa bacteriana e por isso sao mais sensfveis. No entanto, a microbiologia 
requer tempo para obtengao do resultado final, nem sempre compativel com a urgencia medica, o que e o caso de meningites de 
facil contagio. Outra dificuldade encontrada e que, na vigencia de terapeutica antimicrobiana, as bacterias podem estar inviaveis 
para isolamento in vitro, resultando em culturas negativas. 

Testes rapidos de detecgao em antigenos bacterianos em liquido cefalorraquidiano (LCR) sao uteis e varias empresas tem 
desenvolvido esse tipo de teste. Esses testes sao considerados de triagem diagnostica e necessitam de confirmagao posterior. 
Antigenos bacterianos podem estar soluveis ou degradados, ou podem constituir a propria bacteria Integra. Os anticorpos 
empregados nos testes sao capazes de detectar as moleculas antigenicas em qualquer das formas de apresentagao, desde que nao 
haja desnaturagao dos epitopos. Para evitar essa desnaturagao, o especime clinico deve ser recem-coletado, ou armazenado, se 
for o caso, a baixas temperaturas. 

Os testes de aglutinagao com particulas sinteticas (poliestireno ou latex, por exemplo) revestidas com anticorpos sao os 
preferidos, devido ao baixo custo e a facilidade de execugao, embora requeiram tecnico habilitado na execugao e na leitura final 
e possam resultar em falsa positividade por interferencia da amostra com as microparticulas. 

A contraimunoeletroforese e ainda muito utilizada em laboratories de saude publica. Os resultados sao bons, mas a tecnica 
e trabalhosa e requer pessoal treinado para execugao e leitura (ver Capftulo 5). 

Os anticorpos escolhidos para detectar os antigenos bacterianos podem ser policlonais obtidos por imunizagao de coelhos 
com as fragoes imunogenicas bacterianas escolhidas como prevalentes, conservadas na especie bacteriana, e estaveis no 
organismo hospedeiro. Esses soros policlonais sao preferencialmente fracionados para obter fragao gama, onde estao as 
imunoglobulinas. Deve-se lembrar que nessa fragao ha uma grande quantidade dos anticorpos desejados, ja que o procedimento 
utilizado foi de hiperimunizagao. Contudo, outras imunoglobulinas do animal tambem estarao presentes e poderao interferir nas 
amostras, gerando resultados falso-positivos. 

Outro modo de obtengao de anticorpos altamente especificos para utilizar nos testes e a purificagao em colunas de 
imunoafinidade. Colunas de Sepharose acopladas com moleculas antigenicas capturam os anticorpos especificos da fragao gama 
e, assim, sao separados. 

Anticorpos monoclonais podem ser a escolha, devido a especificidade. No entanto, como esses testes rapidos sao 
empregados na triagem e por isso devem ser de maxima sensibilidade, mesmo que alguns falso-positivos sejam encontrados, a 
escolha ainda recai sobre os anticorpos policlonais. Deve-se tambem considerar que os antigenos bacterianos sao multivalentes 
e que, para garantir o encontro deles, e preferfvel aumentar as probabilidades de especificidades dos anticorpos. Para contornar 
esses problemas, podem ser usados varios anticorpos monoclonais, de modo a incluir todos aqueles que detectem os antigenos 
imunodominantes no patogeno. 

Testes para detecgao de anticorpos especificos para bacterias capsulares tambem sao muito usados no desenvolvimento de 
vacinas e nas pesquisas que envolvem o tema imunidade nas meningites bacterianas (ver Capftulo 29). 

Como as capsulas dessas bacterias nao sao bons imunogenos, a produgao de anticorpos no individuo infectado e baixa. 
Essa e uma das razoes de as vacinas nesse caso promoverem uma protegao de curta duragao. Por outro lado, existem muitas 
cepas variantes na mesma especie, justificando a nao indugao de protegao duradoura nos individuos infectados. 

As vacinas tem, apesar disso, grande valor em situagoes de surtos e epidemias, pois conseguem reduzir o numero de casos 
e a gravidade da maioria deles, minimizando os indices de letalidade e sequelas na populagao exposta ao risco. 

Sorotipagem 

A identificagao de tipos, subtipos e imunotipos de bacterias isoladas em meio de cultura pode ser realizada por testes de 
aglutinagao direta. Uma suspensao de bacterias, vivas ou formolizadas, e colocada em contato com os respectivos soros imunes 
especificos e, apos homogeneizagao por determinado tempo e em condigoes adequadas, observa-se a aglutinagao ou nao da 
amostra. Como a tecnica tem o problema de ocorrencia de zona de excesso de antfgenos ou de anticorpos (pro-zona), as 
quantidades de bacterias e do soro contendo anticorpos devem ser rigorosamente estabelecidas, ou entao sao incluidas varias 
diluigoes da amostra (ver Capftulo 6). A tecnica de aglutinagao direta depende basicamente da qualidade dos anticorpos 
empregados e da pureza da cepa que esta sendo analisada. 


Bacterias intracelulares 

Neste grupo serao utilizadas, como exemplo de importancia, as micobacterias M. tuberculosis e M. leprae, que causam, 
respectivamente, tuberculose e hansemase. 

Essas e outras bacterias, como Brucella e Listeria, escapam do sistema imune por conseguirem sobreviver e se multiplicar 
dentro de macrofagos. Ou seja, sao fagocitadas, as vezes, ate por opsonizagao com C3b ou IgG, mas escapam do processo 
digestivo das enzimas lisossomais do macrofago, possivelmente porque inibem a fusao fagolisossoma, inibindo alteragoes da 
membrana lisossomica. Apesar disso, indivfduos com infecgao branda e em boas condicoes ffsicas conseguem superar a doenga 
e desenvolver imunidade protetora duradoura, a qual e transferivel em animais de experimentagao por transferencia de linfocitos 
T. 

Embora a resposta humoral esteja presente, e predominante a resposta celular do tipo hipersensibilidade tardia, envolvendo 
o tipo de resposta Thl (ver Capftulo 1). Nesse mecanismo, linfocitos T ativados liberam interferon gama (IFN-y), que ativa os 
macrofagos para mecanismos dependentes e independentes de oxigenio. Na inflamagao cronica, ocorre tambem lesao tecidual 
no entorno do processo, com tentativas de reorganizagao dos tecidos. No caso da infecgao pelo Mycobacterium, a dificuldade de 
eliminar o agente pode resultar em acumulo de macrofagos que liberam fatores angiogenicos e fibrinogenicos, que estimulam a 
formagao de tecido de granulagao e acumulo de linfocitos e fibrose. Esse granuloma tipico pode persistir e aumentar seu 
tamanho em casos sem tratamento, mas visa a conter a expansao do agente agressor. Na ocorrencia de imunodeficiencia T, 
principalmente de linfocito T CD4+, o granuloma parece nao manter mais sua organizagao, e assim permite a liberagao do 
microrganismo que atingira novos tecidos e celulas, de maneira oportunista. 

A resposta imune na infecgao por micobacterias constitui hipersensibilidade do tipo IV, ou tardia, ou mediada por celulas. 
Sao outros exemplos dessa hipersensibilidade as infecgoes por Leishmania (na forma mucocutanea) e por Schistosoma mansoni 
(os ovos retidos no ffgado e na mucosa intestinal). 

Ocorre ativagao de linfocitos T pela exposigao aos antfgenos bacterianos induzindo uma resposta de memoria que, na 
maioria dos casos, e protetora. Esse fato permitiu que a vacinagao reduzisse a letalidade da tuberculose ao longo do seculo 20. 

A resposta T parece depender tambem da carga bacteriana. Macrofagos infectados produzem citocinas que, alem de ativar 
a resposta imune, sao responsaveis em parte pela lesao tecidual, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Se as celulas T 
conseguem formar um granuloma bem definido e limitado, podem ate conseguir eliminar as celulas infectadas e destruir as 
bacterias liberadas. Tambem pode persistir um foco pequeno de consistencia central mole constituido principalmente de 
material caseoso, algumas vezes por muito tempo, limitando o processo infeccioso e as lesoes teciduais. Sao esses casos que 
podem reativar se ocorrer imunodeficiencia celular T CD4+. 

Ja na vigencia de grande carga bacteriana, comum nas primoinfecgoes de indivfduos nao vacinados, o granuloma formado 
pode ser menos organizado, com liquefagao do tecido caseoso por enzimas liberadas de macrofagos rompidos. Havera entao 
grande extensao de lesao tecidual, como formagao de cavidades pulmonares e disseminagao bacteriana. 

A parede celular das micobacterias contem um complexo macromolecular chamado lipoarabinomanan, que e imunogenico 
para linfocitos B, tanto na tuberculose quanto na hansemase, mas que parece ser responsavel por supressao de resposta T. Os 
acidos micologicos da parede tambem se encontram em tamanho menor em outros generos de bacterias ( Corynebacterium, 
Nocardia) e sao uteis na identificagao da especie de micobacteria. Glicolipfdios de micobacterias tambem sao estudados. 

Desde Robert Koch que, em 1890, obteve um extrato bruto proteico (tuberculina) a partir de culturas autoclavadas de 
bacilos da tuberculose, a centrifugagao e a filtragao desse extrato proteico inicial deram origem ao derivado proteico purificado 
(PPD, protein purified derivative ) usado nos testes intradermicos de hipersensibilidade tipo celular tardio (teste de Mcintoux ou 
do PPD). As protefnas de micobacterias sao as de maior interesse para a imunologia, devido a imunogenicidade que apresentam. 
Varios trabalhos prosseguem, ainda hoje, na identificagao desses antfgenos e na busca de outros marcadores laboratoriais de 
detecgao de anticorpos para melhor compreensao da imunopatogenicidade na tuberculose. 

Infelizmente, apesar da vacinagao disponfvel, os aspectos desnutricionais graves em que se encontra boa parte da 
humanidade continuam permitindo que a tuberculose ainda seja uma das doengas infecciosas fatais juntamente com a malaria e 
a AIDS. Entre a populagao exposta ao risco estao tambem os indivfduos portadores da bacteria e que conseguem manter um 
equilfbrio com o patogeno, mas nao conseguem elimina-lo. Por esses motivos, a identificagao laboratorial de indivfduos com a 
infecgao latente ainda e area de investigagao cientffica. 

O estudo imunologico da tuberculose e feito utilizando a hipersensibilidade tardia, com formagao de nodulo ou papula com 
ou sem eritema apos 48 a 72 h da inoculagao intradermica de componentes antigenicos. O teste original era chamado de “reagao 
de Mantoux”, pois usava um extrato soluvel bruto de M. bovis atenuado. Hoje emprega-se o PPD, que e mais especffico para M. 
tuberculosis (quase ausencia de resposta cruzada com M. leprae) e tem menor chance de imunizar o paciente. No entanto, tem 


sido observado que o teste PPD em indivfduos vacinados ou infectados equivale a um reforgo ( booster ) vacinal com aumento da 
reatividade em testes posteriores. 

0 PPD consiste em uma mistura de antfgenos comuns as cepas do complexo M. tuberculosis e da cepa vacinal bacilo 
Calmette-Guerin (BCG). A Organizagao Mundial da Saude indica as recomendagoes de prepare do PPD, de aplicagao do teste e 
interpretagao de leitura. O teste e feito pela aplicagao de 2 unidades de tuberculina (UT), via intradermica na parte anterior do 
brago. A leitura e realizada apos 72 a 96 h da aplicagao e consiste na observagao e na medida do diametro de area de enduragao 
(papula) no local da aplicagao. Ha uma escala de resultados muito utilizada nos laboratories: 

• 0 a 5 mm = nao reator (negativo) 

• 5 a 9 mm = reator fraco 

• >10 mm = reator forte. 

A presenga de eritema ou flictenulas tambem deve ser relatada. Como alguns pacientes podem mostrar uma intensa 
resposta imune-inflamatoria, convem orienta-los a retornar antes do prazo ou procurar o medico, caso isso acontega. 

Vale lembrar que a positividade do teste intradermico indica apenas a deteegao de linfocitos T especfficos preexistentes, e 
que pode ocorrer em vacinados, imunes naturalmente, curados e tambem naqueles com infeegao ativa latente ou disseminada. 
Embora seja esperado que nestes ultimos a resposta seja mais exagerada, nao ha um ponto de corte definido para o diametro da 
papula que separe indivfduos sadios imunes de pacientes doentes. Outras desvantagens do teste sao: necessidade de o paciente 
retornar para leitura do resultado, variabilidade na aplicagao e na leitura do teste e resultados falso-negativos em 
imunodeprimidos T. 

O diagnostico de certeza da tuberculose ativa conta com recursos de imagem (radiografia, tomografia, ressonancia nuclear) 
e dos exames microbiologicos, baciloscopia e cultivo, cada vez mais sensfveis, especfficos e rapidos. 

Sffilis 

Entre os treponemas (ordem Spirochaetales, famflia Treponemataceae), tres subespecies da especie 7. pallidum, estreitamente 
relacionadas entre si, causam doengas no ser humano. A subespecie pallidum causa a sffilis, a pertenue causa a bouba e a 
carateum, a pinta. A bouba e a pinta sao menos contagiosas e os aspectos clfnicos geralmente se restringem a lesoes cutaneas. A 
sffilis e a mais importante, devido a: 

• Carater cosmopolita 

• Elevada virulencia do T. pallidum 

• Transmissao sexual, parenteral e vertical 

• Forma congenita grave 

• Evolugao cronica de forma inaparente. 

Curiosamente, e uma infeegao de facil diagnostico e tratamento geralmente com penicilina benzatina e derivados. 
Recomendagoes especiais devem ser observadas durante a gravidez. Pacientes alergicos a penicilina podem ser tratados com 
doxiciclina ou tetraciclina. A ceftriaxona tambem apresenta eficacia em alguns casos. Esses dados tornam o estudo laboratorial 
da sffilis um dos mais importantes e frequentes exames de triagem de gestantes e doadores de sangue. Hoje, ha fluxogramas que 
incluem tambem testes rapidos para triagem da sffilis. 

Aspectos ch'nico-epidemiologicos 

A via de transmissao da sffilis e o contato direto com pele, mucosa ou tecidos fntegros ou lesados, que permita a penetragao da 
bacteria. Assim, representa uma doenga sexualmente transmissfvel (DST), e como o doente nao tratado pode ser transmissor por 
longos perfodos de tempo, a sffilis e muito prevalente em todo o mundo. 

A transmissao por via sangufnea (transfusoes e hemoderivados, objetos perfurocortantes contaminados) e mais elevada se o 
portador transmissor estiver na fase de disseminagao sistemica com elevada bacteriemia. A infeegao perinatal por contato com 
sangue infectado durante o parto e com leite na amamentagao tambem e possfvel. 

A capacidade invasiva do T. pallidum e a facilidade de aderencia a fibronectina resultam no tropismo bacteriano por tecido 
placentario. Lesoes sifilfticas visfveis na placenta sao relatadas em mulheres infectadas quando do exame visual da placenta 
expelida no parto. A invasao do tecido fetal embrionario ocorre com facilidade. O que determina quadros mais ou menos graves 
nesse feto e o perfodo gestacional em que foi infectado. O tratamento precoce da gestante ajuda a reduzir, ou mesmo evitar, 
sequelas mais graves. 


Bebes sem lesoes aparentes tambem se beneficiam de diagnostico e tratamento, pois na ausencia de tratamento a infeccao 
prossegue danosa aos tecidos em desenvolvimento. 

As lesoes tipicas demonstradas no local da inoculagao ou nos tecidos afetados sao chamadas de cancro duro. Esse cancro 
mostra-se como uma ulceragao indolor, nao pruriginosa, de bordas endurecidas, acompanhada de linfadenopatia regional. A 
ausencia de dor, coceira ou incomodo torna as mulheres as principals portadoras assintomaticas e transmissoras. Em homens, a 
lesao aparente sem diagnostico pode levar a automedicagao inadequada, e a cicatrizagao que ocorre espontaneamente pode ser 
inteipretada equivocadamente como cura. Nesse caso, prosseguem a infecgao disseminada e a transmissao. 

O diagnostico e fundamental para interferir na cadeia epidemiologica de transmissao e para estabelecimento precoce da 
terapeutica, que esta disponfvel e e reconhecidamente eficaz nas fases iniciais da infeccao. 

IMUNOPATOGENIA 

A virulencia do T. pallidum desencadeia intensa resposta imune-inflamatoria, que, embora nao consiga eliminar o patogeno, 
acaba participando de processo celular local com lesoes do tipo hipersensibilidade tardia granulomatosa. Enquanto isso, o 
treponema continua invadindo novos tecidos, escapando assim da eliminagao e reiniciando novas lesoes. A resposta imune- 
inflamatoria lenta e progressiva continua participando da formagao dessas novas lesoes teciduais. 

O treponema produz mucopolissacarfdeos que dificultam a fagocitose e parecem atuar como imunossupressores locais no 
mecanismo de evasao. 

A resposta imune celular e humoral, embora seja apenas parcialmente protetora, controla de alguma maneira o processo 
infeccioso. Individuos com deficiencia T mostram quadras de sifilis invasiva mais precocemente. 

Os treponemas pela via linfatica alcangam a corrente sangumea antes mesmo que seja totalmente formado o protossifiloma 
no local da lesao. Do ponto de vista clinico, a sifilis evolui cronicamente em fases distintas, sendo flutuante quanto a alguns 
aspectos dermatologicos e sintomaticos em periodos curtos, com perfodos assintomaticos mais longos. 

Sifilis primaria 

Apos o periodo de incubagao de 10 a 90 dias (media de 21 dias), pode ser observado o protossifiloma ou a lesao primaria no 
local da inoculagao. Essa ulceragao e geralmente unica, indolor, com bordas salientes, firmes e endurecidas, e o paciente mostra 
linfadenopatia satelite regional. O cancro e formado por material mucoide com sulfatagao do acido hialuronico. 

A cicatrizagao completa da lesao primaria e espontanea, e ocorre em 4 a 6 semanas. Nesse meio tempo, o T. pallidum ja 
atingiu a corrente circulatoria e esta em franca disseminagao. Os anticorpos sao detectados concomitantemente ou em ate 10 
dias apos o inicio da lesao, dependendo do periodo de incubagao. O isolamento e a identificagao do treponema em exsudato 
coletado da lesao primaria, por microscopia de campo escuro, tem elevada sensibilidade, cerca de 95%, dependendo da 
qualidade e da precocidade da coleta apos o inicio da lesao. 

Sifilis secundaria 

Assim que o T. pallidum invade a corrente sangumea e linfatica, ocorre uma disseminagao para todos os tecidos e orgaos. As 
lesoes vao se repetir como aconteceu na fase primaria, mas agora de maneira generalizada. Algumas semanas apos a 
cicatrizagao da lesao primaria, pode-se evidenciar o processo de lesoes em pele, mucosas, figado, bago, rim, coragao, ossos e 
articulagoes. Clinicamente, podem ser relatadas lesoes cutaneas, indolores e nao pruriginosas, do tipo papulares, maculosas, 
papuloescamosas, pustulares e nodulares. O diagnostico clinico dermatologico pode confirmar a sifilis. As lesoes cicatrizam 
espontaneamente e podem reaparecer na etapa seguinte, fase latente, a intervalos nao definidos. 

Outras manifestacoes clinicas do secundarismo na sifilis sao inespecificas: mal-estar, anorexia, cefaleia, artralgia, febre e 
linfadenopatia. Algumas complicagoes incluem a sindrome nefrotica moderada ou nefrite hemorragica, por provavel mecanismo 
de deposigao de imunocomplexos e resposta de hipersensibilidade tipo HE 

Alguns autores acreditam que nessa fase tambem ja possa ocorrer disseminagao ate o SNC, pois os treponemas as vezes 
sao isolados em LCR nessa fase secundaria, que e altamente infectante, podendo o T. pallidum ser isolado tambem de lesoes 
cutaneas, sangue e leite materno. 3 Anticorpos IgM e IgG estao presentes em elevadas concentragoes, e na vigencia de 
tratamento vao se reduzindo de maneira lenta e gradativa. Sem tratamento, essa queda tambem ocorre, no entanto e muito mais 
lenta. 

Sifilis latente 

Nos primeiros anos apos a fase secundaria acontece a fase latente precoce, caracterizada pela presenga de anticorpos em elevada 
concentragao e pela ausencia de sintomas. A fase latente ocorre no inicio, ainda muito infectante, e alguns pacientes relatam 


reincidencia de lesoes mucocutaneas. A transmissao vertical e altamente provavel nessa fase. 

Na ausencia de tratamento, a fase latente prossegue para a etapa tardia , de duracao muito variavel, que termina quando os 
sintomas da fase terciaria aparecem. Os treponemas que invadem o SNC e os tecidos vasculares determinarao as consequencias 
da sffilis. Os testes imunologicos detectam a maioria dos pacientes na fase latente tardia. Contudo, a eficiencia de tratamento 
nessa fase pode nao ser total. 

Indivfduos com imunodeficiencia celular T, por exemplo, AIDS e uso de imunossupressao nos transplantados mostram 
uma fase latente mais curta, possivelmente porque, como a resposta imune nao consegue conter parte do processo infeccioso, os 
treponemas invadem mais rapidamente maior quantidade de tecidos e nao ha processo cicatricial suficiente. 

SifMis terciaria 

Esta fase e pouco infectante, devido ao menor numero de treponemas circulantes. Esse dado confirma a imunidade parcialmente 
protetora. No entanto, as lesoes em tecido nervoso e vascular comprometem todos os orgaos. A fase tardia e chamada de fase 
destrutiva e e decorrente do processo cronico imune-inflamatorio. 

A forma benigna da sffilis terciaria e chamada de gomosa. Ocorre precocemente em pacientes nao tratados, que apresentam 
lesoes granulomatosas em olhos, ossos, vfsceras (coracao, ffgado, cerebro) e pele. Alguns autores consideram essa forma como 
complicagao da fase latente tardia. 3 

A forma cardiovascular ocorre em alguns pacientes, manifestando-se como vasculites e aneurismas graves. A neurossifilis 
aparece mais tardiamente em pacientes imunocompetentes, ate 30 anos apos a infecgao, e determina sinais e sintomas graves: 
demencia, psicoses, disturbios neurologicos perifericos ( tabes dorsalis), acidentes vasculares cerebrais e meningites. O 
isolamento do treponema em LCR confirma o diagnostico da neurossifilis. A present'a de anticorpos especfficos de producao 
intratecal no LCR por metodos de elevada sensibilidade e especificidade [fluorescent treponemal antibody absorption (FTA- 
abs) e imunoensaio enzimatico (ELISA) com antfgenos treponemicos] tambem e considerada marcador de diagnostico da 
neurossifilis. 

Sifilis congenita 

Gestantes com sffilis nao tratada, em especial nas fases secundaria e latente precoce, apresentam probabilidade de 70 a 100% de 
transmissao placentaria. A sffilis congenita pode manifestar-se de maneira precoce, ao nascimento, semelhante a fase 
secundaria, com lesoes mucocutaneas, linfadenopatia difusa, hepatoesplenomegalia, lesoes oculares, comprometimento renal e 
do SNC. Outros sintomas podem aparecer mais tardiamente, apos alguns anos, e incluem: neurossifilis, surdez, 
comprometimento vascular, fronte olfmpica, nariz em sela, tibia em sabre e dentes de Hutchinson - estes ultimos como 
consequencia de malformacoes osseas e cartilaginosas. Esses sintomas mais tardios podem retardar o diagnostico da sffilis 
congenita ate a fase de adolescencia. 

Cerca de 40% dos casos de sffilis congenita evoluem para morte fetal (aborto espontaneo, natimortabdade ou morte 
neonatal). O diagnostico imunologico de inf echoes congenitas esta apresentado no Capftulo 22. No caso da sffilis, alem das 
dificuldades diagnosticas tfpicas da infecgao congenita, acrescenta-se a dificuldade de isolar o treponema. 

Aspectos microbiologicos 

O 7. pallidum e um espiroquetfdio delicado (5 a 15 p x 0,09 a 0,20 p), contendo em media 14 espiras (ondulacoes). O numero 
de espiras depende da etapa de divisao celular, que se faz longitudinalmente. Sua espessura minima impede que a bacteria seja 
visualizada facilmente ao microscopio optico comum. 

Em microscopia eletronica, o 7. pallidum exibe uma estrutura de corpo procariotico envolvido por estruturas membranosas, 
entre as quais se enrola um filamento hebcoidal de estrutura fibrilar, chamado de filamento axial, que esta inserido em granulos 
citoplasmaticos em cada extremidade do microrganismo, e e responsavel pela locomocao do treponema. 

O movimento do treponema vivo e outra peculiaridade, que permite distingui-lo de outros espiroquetfdios saprofitas 
presentes nas mucosas oral e genital. Em meios de baixa viscosidade, o movimento do 7. pallidum e rotatorio em torno do seu 
eixo longitudinal. Esses movimentos sao feitos por contraeao contfnua das espiras. Em meios mais viscosos, como nas lesoes 
teciduais ricas em acido hialuronico, alem do movimento rotatorio, observa-se propulsao do microrganismo no meio. 

O 7. pallidum nao e cultivavel em meios artificial, ovos embrionados ou cultura de tecidos e celulas. O isolamento e a 
manutcngao de cepas de 7. pallidum sao feitos em coelhos. A inoculagao intratesticular em coelhos imunossuprimidos e 
mantidos em ambiente com temperatura entre 18 e 21°C provoca orquite acentuada apos 10 a 12 dias. O primeiro isolado obtido 
em coelhos foi feito de LCR de um paciente, em 1912, e denominada cepa Nichols. 4 A estabilidade genomica do microrganismo 
possibilita que essa cepa seja ate hoje empregada em todo o mundo para o prepare dos antfgenos treponemicos usados nos testes 


imunodiagnosticos. 

O metabolismo bacteriano e microaerofilo e, geralmente, o 7. pallidum possui pouca resistencia fora do organismo. Em 
algumas horas a temperatura de geladeira, a maioria dos treponemas perde sua capacidade infecciosa. Essa baixa resistencia 
dificulta a transmissao por meio de objetos. A transmissao sexual e eficiente se houver lesoes com abundancia de bacterias e 
nao for utilizada nenhuma barreira protetora. 

Os metodos diretos utilizados para observar o 7. pallidum em secregoes e tecidos devem preferencialmente empregar 
microscopia de campo escuro, que tem melhor rcsolucao. A coleta do material de lesoes (protossifiloma) ainda e o fator 
determinante da sensibilidade do metodo. Como o microrganismo e invasivo e se forma uma enduragao em torno dele, e 
necessaria a escarificagao da lesao ate a obtengao do exsudato interno, rico em treponemas. Essa coleta e dolorosa para o 
paciente, que nao tinha essa queixa anterior, e por isso pode recusar o consentimento para a coleta. 

O metodo de escolha e a coleta de material de lesoes e observagao imediata a fresco em microscopia de campo escuro, para 
que, alem da visualizagao do microrganismo, seja possivel relatar espessura, refringencia, tipo e numero de espiras e o tipo de 
movimentos especificos. 

Preparagdes com material fixado com corantes nao necessitam de exame imediato, mas nao permitem observar o 
movimento bacteriano. Sao descritas as coloragoes com tinta da China, Giemsa e prata (Fontana-Tribondeau). Em cortes 
histologicos, a demonstragao das espiroquetas utilizando anticorpos especificos marcados com fluorescema ou enzimas 
(imunoperoxidase) mostra elevada sensibilidade. A preservagao adequada da amostra para imuno-histologia deve considerar a 
manutengao da antigenicidade. A fixagao de laminas por calor direto pode desnaturar quase todos os antigenos especificos. 

Como se ve, o isolamento microbiologico de cepas de 7. pallidum nao e a regra laboratorial. Tambem se deve perceber que 
esse metodo de obtengao da bacteria dificulta e encarece a obtengao de extratos antigenicos treponemicos para uso nos testes 
imunologicos. 

Antigenos 

Ao contrario da cepa Nichols de 7. pallidum, outros treponemas saprofitas sao cultivaveis em meios liquidos. Entre eles o 7. 
phagedenis biotipo Reiter, que possui alguns antigenos comuns ao 7. pallidum. 

Como as amostras de soro dos pacientes podem conter anticorpos contra esses treponemas nao patogenicos, o emprego de 
extratos do treponema de Reiter e util para absorgao dos anticorpos genero-especificos, aumentando a especificidade dos testes 
com os antigenos treponemicos (7. pallidum). 

Essa absorgao e muito simples, pois basta bloquear os anticorpos com antigenos soluveis da solugao absorvente ( sorbent ) 
na propria diluigao da amostra, sem necessidade de centrifugagao ou qualquer tratamento adicional. 

Os constituintes antigenicos do T. pallidum estao relacionados com as estruturas que compdem a bacteria. Na membrana 
citoplasmatica sao encontrados proteinas e fosfolipidios (fosfatidilcolina e monoglicosil-diglicerfdio), considerados 
inespecificos. Na parede celular do 7. pallidum tambem sao tambem encontrados acido muramico e glicoproteinas, que sao 
antigenos comuns a outras bacterias. Externamente, na superficie do 7. pallidum, sao encontradas as proteinas especie- 
especificas e algumas de reatividade cruzada. Poliosideos de superficie tambem sao especificos. 

O estudo da composigao de mistura antigenica complexa como o extrato total de 7. pallidum deve utilizar tecnicas de 
fracionamento desses antigenos, como a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de dodecilsulfato de sodio (SDS- 
PAGE) e anticorpos monoclonais ou policlonais monoespecificos (ver Capitulo 7). Por immunoblot , a fragao 47 kDa de extrato 
total parece ser a imunodominante e tem sido estudada por varios autores. 

Imunidade 

Embora nao haja imunidade totalmente protetora, a resposta imune na sifilis induz um estado de resistencia parcial a reinfecgao. 
Os anticorpos produzidos ja foram identificados como sendo das classes IgM, IgA, IgE e IgG. Inicialmente, foram estudados 
quanto a capacidade de fixar complemento e induzir citotoxicidade com imobilizagao do 7. pallidum em experimento in vitro, 
teste T. pallidum immobilization (TPI). O TPI e considerado o ensaio de referenda para padronizagao do estudo de antigenos e 
validagao de soros-referencia. A resposta celular e dependente de linfocitos T CD4+, chamada de hipersensibilidade tardia ou 
tipo IV. O conteudo mucopolissacarfdico do envoltorio do 7. pallidum e potencialmente imunossupressor e pouco imunogenico. 
No entanto, anticorpos, linfocitos, macrofagos profissionais e mucopolissacaridase produzidos pelo hospedeiro acabam 
bloqueando a adesao do treponema aos tecidos e determinam a cicatrizagao das lesoes. Entretanto, a capacidade de invasao do 
T. pallidum consegue fugir dessa defesa, estabelecendo-se em tecidos proximos. 


DIAGNOSTICO IMUNOLOGICO 

A dificuldade do diagnostico microbiologico tornou a detecgao de anticorpos na sifilis o metodo diagnostico de escolha no 
laboratorio clinico. E possfvel dividir os imunoensaios da sifilis, de acordo com o antigeno empregado, em testes cardiolipinicos 
e treponemicos. 

TESTES CARDIOLIPINICOS 

O antigeno cardiolipina (monoglicosil-diglicerfdio) e uma emulsao da cardiolipina adsorvida a cristais de colesterol em solupao 
alcoolica e estabilizada com solucao aquosa proteica de lecitina. Faz parte do teste VDRL e e empregado ha mais de 60 anos. E 
uma flociilacao (ver Capitulo 6) e foi padronizado pelo Venereal Diseases Research Laboratory. 

Duas variantes desse teste incluem microparticulas de carvao: o rapid plasm reagin (RPR) e o Carbotest. Nesses dois testes 
ha uma facilidade maior de leitura a olho nu em fundo branco, enquanto no VDRL o uso de microscopio ou lupa de aumento e o 
preconizado para leitura. 

Na presenca de anticorpos anticardiolipinicos (reaginas), ocorre uma aglutinacao da cardiolipina, chamada de flociilacao, 
por nao existir uma particula no teste. Os cristais de colesterol aos quais esta adsorvida a cardiolipina se agregam, formando 
microflocos, visiveis com auxilio de lupa ou microscopio. 

As amostras reagentes devem ser tituladas por diluicdes sucessivas. Outra peculiaridade desses metodos e que, ja na 
triagem, devem ser feitos dois testes, um com a amostra nao diluida e outro com amostra diluida 1:8, isso para evitar o 
fenomeno de pro-zona. Na sifilis secundaria, os titulos chegam a 1:1024, e nessa faixa de concentraijao pode ocorrer a falso- 
negatividade da amostra pura por excesso de anticorpos (ver Capitulo 6). 

O titulo do VDRL ou RPR e dado como o inverso da diluicao, mas, por habito, acaba se liberando o resultado do titulo na 
forma de diluicao, por exemplo, “soro reagente 1:8”. O acompanhamento do caso comprovado em tratamento pode ser feito 
pelo titulo do VDRL e, por isso, esse metodo muito simples e barato deve ser realizado com o maximo rigor tecnico, para que 
os resultados expressem adequadamente a concentrafao dos anticorpos. 

No VDRL original, ocorria interferencia dos fatores do complemento, o que tornava obrigatoria a inativapao do soro. Hoje, 
nos diluentes do reagente e adicionado acido tetracetico-etileno-diamina (EDTA), que se liga ao calcio, impedindo assim a 
ativagao inicial do complemento. O uso do plasma nao e recomendado pela prescnga do fibrinogenio e seus produtos. 

O VDRL e suas variantes sao altamente sensiveis, mas como os componentes fosfolipidicos sao comuns a outras celulas, 
ocorrem falso-positivos. As reagoes cruzadas mais frequentes sao com autoanticorpos em doencas do tecido conectivo, lupus 
eritematoso sistemico, artrite reumatoide, colagenoses e outras doencas autoimunes, com cerca de 20 a 40% desses pacientes 
mostrando VDRL positivo em titulos baixos, ate 1:8. Outras reaches cruzadas sao observadas em infeccoes agudas bacterianas e 
virais, pneumonia por micoplasma, malaria, hanseniase, e nao sao bem conhecidas as causas. O VDRL tambem apresenta 
inespecificidade aumentada em amostras de soro de idosos e gestantes, sem que se compreendam as razoes. Mesmo na 
populacao adulta jovem saudavel, cerca de 1% mostra titulos baixos no VDRL, transitoria ou cronicamente. 

Convem lembrar que o extrato cardiolipinico foi usado ja em 1903 por Wassermann, que padronizou a tecnica de rcacao de 
fixapao do complemento (RFC), que levava seu nome. 5 Na RFC o extrato antigenico lipidico deve estar em meio alcoolico, pois 
lipidios inativam o complemento que e empregado como reagente no teste. Ate a decada de 1980, a RFC de Wassermann 
tambem fazia parte da rotina laboratorial. 

As amostras com resultado positivo no VDRL. provenientes de individuos sem dados clinicos direcionados para a sifilis, 
devem ser analisadas por testes treponemicos. 

TESTES TREPONEMICOS 

Utilizam antigenos do T. pallidum de dificil obtenpao a custo elevado. Sao de elevada sensibilidade e especificidade. A 
especificidade nao e absoluta e por isso, quando empregados na triagem, acabam tambem sendo de baixo valor preditivo de 
positividade. 

O algoritmo ideal para triagem diagnostica da sifilis utilizando testes imunologicos em individuos sem suspeita clinica da 
infecgao e: realizar testes cardiolipinicos e confirmar os casos positivos com testes treponemicos. 

Como visto, os testes cardiolipinicos sao baratos, mas de execugao manual, um inconveniente em grandes rotinas de 
triagem, como em hemocentros para sclecao de doadores de sangue. Nesse caso, os testes treponemicos automatizados como o 
imunoenzimatico ELISA podem ser a solupao. 

Os testes treponemicos disponiveis sao a hemaglutinacao ou microaglutinacao de particulas, a imunofluorescencia e o teste 
ELISA. Nos dois ultimos, o emprego de conjugados anti-IgM especificos e a absorpao das IgG da amostra permitem tambem 


verificar a precocidade da infecgao. 

Anticorpos IgM aparecem nas fases primaria e secundaria e sao um bom marcador para confirmar infecgao congenita. 
Como sao testes de elevada sensibilidade, a sua positividade pode ser de longa duragao, mesmo apos o tratamento. 

Inclusive nos casos tratados precocemente nas fases primaria e secundaria, a positividade dos testes treponemicos pode 
persistir varios anos, ao contrario do VDRL, que chega negativar ou pelo menos evidenciar claramente a queda da reatividade 
pela diminuigao dos titulos. 

A absorgao de anticorpos antitreponemas saprofitas e antiborrelias deve ser realizada nos testes treponemicos para sffilis. 
O bloqueio desses anticorpos inespecfficos e feito com uma solugao de protemas soluveis de T. pliagedenis de Reiter na etapa 
de diluigao da amostra. A maioria dos kits utiliza esse absorvedor na solugao diluente da amostra, sem necessidade de etapa 
adicional de pre-tratamento. 

O teste mais usual para confirmar a especificidade dos anticorpos e o teste de imunofluorescencia indireta FTA-abs, que 
usa a bacteria Integra T. pallidum como antlgeno. A leitura em microscopio de campo escuro para fluorescencia e diflcil, pois a 
espessura do treponema e reduzida. Nos testes positivos, a fluorescencia facilita essa visualizagao, mas nos testes negativos e 
necessario confirmar que havia antigenos fixados. Controles de referenda negativos e positivos de reatividade alta e baixa, bem 
como a participagao em programas de controle de qualidade externo, manutengao e calibragao dos filtros e lampada do 
microscopio sao fundamentais para garantir a validade dos resultados liberados. 

Varias empresas disponibilizam o teste ELISA com extrato soluvel total de T. pallidum, de execugao automatizada ou 
semiautomatizada. A maioria detecta anticorpos IgG, mas pode ser adaptado no laboratorio para detectar IgM, desde que se 
absorvam os anticorpos IgG da amostra. 

O immunoblot tem sido estudado por varios pesquisadores que buscam identificar fragoes antigenicas especfficas tanto para 
confirmar diagnostico quanto para acompanhar tratamento e para estudo mais adequado do LCR na neurosslfilis e dos casos de 
infecgao congenita. Embora o diagnostico imunologico da sffilis esteja muito bem estabelecido, algumas dificuldades ainda 
permanecem: 

• Resultados falso-positivos na triagem com cardiolipina 

• Obtengao de antigenos treponemicos em larga escala a custo baixo 

• Inexistencia de testes comerciais adequados para detectar IgM especffica 

• Deficiencia de marcadores especfficos para acompanhar tratamento 

• Dificuldade em distinguir infecgao curada de ativa 

• Dificuldade de confirmar diagnostico da forma congenita 

• Persistencia duradoura de anticorpos circulantes apos a cura, chamada de cicatriz sorologica. 

Estudos com Nested polymerase chain reaction (Nested-PCR) tem sido realizados em nfvel de pesquisa e vem 
apresentando cerca de 82% de sensibilidade e 95% de especificidade. No entanto, na rotina as tecnicas de biologia molecular 
ainda nao estao disponfveis. 6 ' 8 A Tabela 16.1 resume o desempenho dos imunoensaios na sffilis. A Figura 16.1 mostra a 
evolugao da sffilis, de acordo com as fases clfnicas e os testes de diagnostico laboratorial. 


Tabela 16.1 Sensibilidade e especificidade dos testes de acordo com a fase da sffilis. 


Teste 

Indice 

Fase 



Primaria (%) 

Secundaria (%) 

Latente (%) 

Terciaria (%) 

VDRL 

S 

70 a 80 

100 

74 a 90 

60 a 75 

RPR 

E 

95 a 99 

95 a 99 

95 a 99 

95 a 99 

FTA-abs 

S 

92 a 100 

100 

97 a 100 

97 a 100 

ELISA 

E 

99 a 100 

99 a 100 

99 a 100 

99 a 100 


S: sensibilidade; E: especificidade. 
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Figura 16.1 Evolugao natural da sffilis, de acordo com as fases clfnicas e testes de diagnostico laboratorial. 

Miscelanea 

Leptospirose 

A leptospirose humana e uma antropozoonose de distribuigao mundial, com maior incidencia em areas pobres ou regioes 
afetadas por catastrofes naturais. As leptospiras sao evidenciadas em animais vertebrados e invertebrados que se tornam 
portadores e excretam a bacteria na urina. O contato da pele ou mucosa Integra ou lesada com a bacteria viavel inicia a infecgao. 
No meio urbano, os ratos sao o principal foco de disseminagao da leptospirose para o ser humano, por contato com esgotos 
contendo urina de ratos. A mordedura de rato tambem pode transmitir a infecgao. 

E uma doenga de periodo de incubagao de 10 a 14 dias, ou seja, apos enchentes e calamidades nas quais se sabe que houve 
contaminagao do ambiente com esgotos (moradia de ratos), espera-se um numero maior de casos de leptospirose humana. 
Tambem e considerada doenga ocupacional, pois e de risco para trabalhadores que tem contato com o subsolo das cidades. 

A especie Leptospira interrogans, com seus mais de 200 sorovares agrupados em 25 sorogrupos, e a patogenica para o ser 
humano. As cepas L. biflexa nao sao patogenicas, sao mais facilmente cultivaveis e servem de fonte alternativa segura para 
obtengao de antigenos para os testes de pesquisa de anticorpos. 

Os sintomas da leptospirose humana sao pleomorficos, muitas vezes brandos, simulando estado gripal. A Leptospira 
produz toxinas e enzimas responsaveis pelos quadros mais graves, pois causam lesao de endotelio vascular generalizada. A 
vasculite e a hemolise podem levar a icterfcia. Dores musculares geralmente estao presentes. Algumas cepas como a L. 
interohaemorragiae estao associadas aos quadros graves, que incluem meningite, insuficiencia renal e icterfcia. 

O diagnostico tem importancia para que a terapeutica antimicrobiana (penicilina, ampicilina, doxaciclina ou tetraciclina) 
seja institufda, reduzindo a morbidade e a letalidade da doenga. Os criterios laboratoriais preconizados de diagnostico indicativo 
para leptospirose sao: 

• Isolamento da Leptospira (de sangue, urina ou LCR) em cultivo 

• Aumento de duas a quatro vezes do ti'tulo de anticorpos aglutinantes observado em amostras coletadas na fase aguda (infcio dos 
sintomas) e convalescenga (2 a 3 semanas depois). 

Alem de requererem laboratorio especializado para cultivo e manutengao de cepas de leptospiras, sao desvantagens desses 
criterios: 





















• Isolamento microbiologico muito demorado 

• Necessidade de segunda coleta de sangue e demora para confirmar o diagnostico. 

A pesquisa de anticorpos especlficos utilizando testes mais senslveis pode contornar essas dificuldades. Vale lembrar que o 
perfodo curto de incubapao da infeepao aos sintomas mantem a maioria dos pacientes na janela imunologica por ate 1 semana ja 
apresentando sintomas. Teste de deteccao de anticorpos IgM ajudam a reduzir esse perfodo de janela. 

O teste-referencia e o microscopic agglutination test (MAT), que e realizado em laboratories de saude publica qualificados 
em Sao Paulo. A tecnica utiliza cepas vivas de diferentes sorovares representantes de diversos sorogrupos prevalentes. O soro 
do paciente e incubado em varias diluicoes, a partir de 1:100, com suspensao bacteriana de cada cepa e a leitura realizada em 
microscopia de campo escuro em aumento de 400 a 1.000 x. A aglutinapao microscopica indica anticorpos. 

O MAT e trabalhoso e necessita de culturas vivas, com risco operacional e requer manutenpao continua dos repiques de 
cultivo de varias cepas. Sao ensaiadas inumeras cepas frente a diversas diluicoes, o que torna a execupao e a leitura muito 
demoradas. Apenas laboratories de Saude Publica tem condipao de realizar esse teste. 

Uma variapao do teste inclui a adipao de soro fresco de cobaia (fonte de complemento) e a leitura feita pela observapao de 
morte das bacterias. E considerado teste positivo quando mais que 50% das bacterias morrem, ou seja, sao neutralizadas pelos 
anticorpos. 

A Fundapao Oswaldo Cruz/Bio-Manguinhos do Ministerio da Saude produz o “Leptoteste” ou slide agglutination test 
(SAT), de facil execupao. Utiliza cepa L. biflexa nao patogenica, formolizada; o teste e feito em lamina com uma linica diluipao 
da amostra, e a leitura visual se faz com auxilio de lupa contra luz. O uso de corantes proteicos como ponceau S na suspensao 
bacteriana aumenta a sensibilidade da leitura, por facilitar a visualizapao dos agregados. Como o teste nao usa as cepas 
patogenicas, o resultado positivo e presuntivo da infeepao e indica investigapao mais especifica. Mesmo assim, e de grande 
utilidade, a baixo custo, na analise de grande numero de amostras, ou em locais onde nao se disponha de recursos laboratoriais 
especializados. As amostras positivas, em numero menor, serao encaminhadas para os centres de referenda. 

O teste ELISA para deteepao de IgM especifica utilizando extratos antigenicos sorovares predominantes pode ser uma 
alternativa cada vez mais difundida, pela maior sensibilidade do proprio teste, tornando o diagnostico mais precoce. 

Em populapoes altamente expostas a infeepao e comum encontrar indivlduos com elevados nlveis de anticorpos por longos 
perlodos. Ainda nao esta claro se esses anticorpos sao protetores total ou parcialmente. 

Salmoneloses 

O genero Salmonella compreende um grande numero de especies como variedade antigenica (sorotipos), que infectam 
diferentes especies animais. Os sorotipos que mais frequentemente infectam o ser humano pertencem a especie S. enterica. A 
forma mais grave da infeepao, febre tifoide, e causada pelos sorotipos S. typhi e S. paratyphi A e B. Os sorotipos sao agrupados 
de acordo com semelhanpas antigenicas. 

Os principals antlgenos de Salmonella que distinguem seus sorotipos sao: somatico (antlgeno “O”), flagelar (antlgeno “H”) 
e capsular (antlgeno “K”). Cada sorotipo pode expressar mais que um antlgeno. O grande numero de sorotipos deve-se a 
capacidade de criar mosaicos de genes para seus antlgenos por recombinapao, alterapoes de comprimento, duplicapoes e 
mutapoes pontuais. 

Algumas cepas causam gastrenterite por ingestao de alimentos e agua contaminados com bacterias viaveis. Carnes, ovos de 
galinha e leite bovino tem sido associados a essas salmoneloses intestinais. A industrializapao dos alimentos, pasteurizapao, 
cozimento, congelamento e antibioticos ministrados aos animais reduziram consideravelmente esse risco. 

A febre tifoide e transmitida apenas entre humanos devido a contaminapao fecal de agua e alimentos. Alguns indivlduos 
portadores sadios mantem a contaminapao bacteriana no ambiente. Algumas situapoes potencialmente causam surtos, como 
catastrofes naturais (terremotos, enchentes) e ruptura de ductos de esgotos em centros urbanos. Para essas populapoes de risco 
existe uma vacina constitulda de antlgenos polissacaridicos da capsula de S. typhi (antlgeno Vi), de boa eficiencia para prevenir 
epidemias, embora induza imunidade de curta durapao, cerca de 3 anos, pois os antlgenos constituldos de apucares nao sao os 
melhores imunogenos. 

Ao contrario da salmonelose intestinal, na febre tifoide ha disseminapao bacteriana para a circulapao sangulnea e linfatica. 
Na fase de bacteriemia, ocorre invasao de bapo, flgado e rins, com excrepao pela urina e bile e reinfeepao intestinal. Nessa 
etapa, a Salmonella pode ser isolada de sangue, urina e fezes. A slndrome apresenta febre, cefaleia, prostapao, esplenomegalia, 
leucopenia e complicapoes renais e hepaticas. Alguns pacientes se curam espontaneamente sem tratamento, e ate 1 a 5% da 
populapao e portadora saudavel da S. typhi na mucosa intestinal. 


Como a febre tifoide tem a etapa de invasao sistemica, ocorre a resposta imune com produgao de anticorpos IgM e IgG. A 
presenga de elevados nfveis de IgM na fase aguda permite que testes de aglutinagao direta mostrem resultados positivos 
significativos. Utiliza-se uma suspensao bacteriana de S. typhi (e S. paratyphi na febre paratifoide) como antfgeno, tratada com 
fenol (para antfgenos somaticos “O”) ou com formaldefdo (para antfgenos flagelares “H”). Anticorpos anti-H sao mais 
especfficos, mas tambem aparecem em indivfduos vacinados. O teste em duas amostras pareadas coletadas com intervalo de 1 
semana evidenciara a elevagao dos titulos dos anticorpos. E importante lembrar que essa tecnica de aglutinagao sofre o efeito do 
fenomeno de pro-zona, que e contornado pela diluigao da amostra. O teste e realizado com dez diluigoes sucessivas em tubos e 
cada um deles deve ser lido. A leitura de aglutinagao das bacterias e muito leve e sutil e deve ser feita por homogeneizagao 
branda do tubo contra luz e auxilio de lupa, comparando com a leitura do tubo-controle que contem apenas a suspensao 
bacteriana. Ainda hoje esse teste leva o nome de teste de Widal, que padronizou o ensaio. 

Chlamydia trachomatis 

E uma bacteria intracelular obrigatoria, Gram-negativa, que se multiplica no citoplasma da celula hospedeira e se agrega em 
corpusculos elementares intra e extracitoplasmasmaticos. Os antfgenos de grupo sao representados por agucares associados ao 
LPS, e os antfgenos especie-especfficos sao representados por protefnas associadas a membrana externa (MOMP, major outer 
membrane proteins) em conjunto com outros antfgenos tipo-especfficos. Os sorotipos A, B e C estao associados com tracoma, e 
os tipos LI, L2 e L3, com linfogranuloma venereo. Uretrites nao gonococcicas e cervicites sao geralmente causadas pelos 
sorotipos D-K. 

C. trachomatis e reconhecida como uma das principals causas de doengas venereas. Infelizmente, a maioria dos pacientes, 
principalmente mulheres com infecgao cervical, e assintomatica ou oligossintomatica, o que mantem elevada a taxa de 
transmissao sexual. 

A infecgao cronica nao tratada pode evoluir para complicagoes como doenga pelvica inflamatoria, aborto e partos 
prematuros em gestantes, gravidez ectopica e infertilidade nos casos de comprometimento das tubas uterinas levando a fibrose. 
Em homens, a clamidiose parece mais frequente que a gonorreia, sendo a disuria o principal sintoma. A epididimite esta descrita 
em alguns casos nao tratados. 

Recem-nascidos de parto normal podem se infectar ao passar pelo canal vaginal, e, nesse caso, a mucosa conjuntival e 
afetada (tracoma). Usam-se solugao de Crede (nitrato de prata) ou colfrio com tetraciclina ou eritromicina em recem-nascidos 
para prevenir a oftalmia gonococcica neonatal, muito mais grave, sendo possfvel que tambem reduzam os casos de infecgao por 
Chlamydia. A infecgao nasofarfngea de recem-nascidos tambem pode ocorrer no momento do parto, e em alguns casos 
desenvolve-se em seguida pneumonia no recem-nascido. 

Tracoma e o nome dado a infecgao, geralmente endemica, da conjuntiva ocular com comprometimento irreversfvel da 
cornea, levando a cegueira. Essa forma de sequela esta associada a condigoes sanitarias muito pobres e a falta de tratamento, 
afetando, por isso, areas da Africa, Sudeste Asiatico e Oriente Medio, onde e chamada de “tracoma endemico”. No Brasil, na 
decada de 1980, houve aumento no numero de casos no interior do estado de Sao Paulo, o que levou a implantagao de um 
sistema de busca ativa para vigilancia epidemiologica da doenga. 9 

O diagnostico de certeza e feito pela identificagao do microrganismo em cultivo de celulas McCoy. O swab de secregoes 
ou raspado de lesoes devem ser transportados em meios adequados. O metodo microbiologico e pouco sensfvel quando a leitura 
e feita por coloragoes com corantes. 

Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos (imunofluorescencia direta) aumentam muito a sensibilidade da 
identificagao em cultivo e podem ser usados diretamente em material de raspado de endocervix, de uretra ou conjuntiva, ou 
ainda de secregao nasofarfngea. O material deve ser fixado por metanol e acetona a frio e assim que possfvel congelado, para 
evitar desnaturagao antigenica. O enriquecimento do material em cultivo de celulas McCoy aumenta a sensibilidade. 

A imunofluorescencia direta identifica os corpusculos elementares extracelulares e intracelulares que parecerao como 
pontos minusculos. Um teste tfpico positivo parecera “ceu estrelado” com pontos verdes brilhantes se os anticorpos 
monoclonais forem marcados com fluorescefna. Sao fatores cruciais na eficiencia do metodo: a coleta adequada do material 
(quantidade de celulas epiteliais infectadas e nao apenas de pus), a conservagao e a fixagao da amostra, bem como a realizagao 
do teste antes da degradagao antigenica. 

Testes rapidos seriam muito uteis para uso em consultorio, mas sao pouco usuais no meio medico. Como na maioria dos 
casos de infecgao nao ha relato de sintomas, seria boa a sugestao de realizagao obrigatoria do exame nas amostras coletadas 
rotineiramente de endocervix vaginal, por ocasiao das visitas regulares ao ginecologista. 

Os ensaios de biologia molecular para detectar DNA ou rRNA de C. trachomatis ja estao disponfveis comercialmente, mas 


so para alguns tipos de amostras (as tecnicas de amplificagao sofrem efeitos interferentes presentes em algumas amostras - ver 
Capftulo 3). 0 custo dos testes moleculares (reagentes + area ffsica + recursos humanos) ainda e mais elevado que o dos 
imunoensaios, mas a sensibilidade justifica sua utilizacao. 

A detecgao de anticorpos sericos anti-C. trachomatis e de baixa sensibilidade e especificidade, mas e recurso adicional nos 
casos de infecgao sistemica, como doenga pelvica inflamatoria e pneumonia. Ha testes que parecem detectar anticorpos especie- 
especificos (C. trachomatis e C. pneumoniae). 

Os testes disponiveis no mercado sao do tipo imunoenzimatico para detectar anticorpos IgG e IgA. A positividade para 
anticorpos IgA parece confirmar infecgao ativa, enquanto IgG perdura na etapa de cura. 

Helicobacter pylori 

Inicialmente denominada de Campylobacter pylori, e uma bacteria Gram-negativa fina em forma de espiral, microaerofila, que 
coloniza e sobrevive no antro estomacal. 

H. pylori e urease-positiva, e o teste de inalacao de ureia marcada com 14 C que sera exalada como 14 C02 e utilizado junto 
com endoscopia para firmar diagnostico. A produgao de grande quantidade de amonia, de reconhecida toxicidade, parece ter 
papel importante na sobrevivencia da bacteria em meio acido, bem como a participagao na indugao de lesoes teciduais. 

Algumas gastrites e ulceras peptica e duodenal estao fortemente associadas com a infecgao cronica por H. pylori. A 
associagao com cancer de estomago nao pode ser descartada, embora outros fatores devam estar envolvidos. Como a causa e 
bacteriana, o diagnostico diferencial se faz necessario, para a escolha terapeutica antimicrobiana. 

Os metodos microbiologicos diretos para diagnostico da infecgao por H. pylori sao diffceis e requerem material obtido por 
biopsia. O teste da urease no tecido gastrico e tambem confirmatorio da infecgao. 

O diagnostico presuntivo de detecgao de anticorpos e uma opgao util, pelo baixo custo e facilidade de execugao, mesmo em 
criangas. 

Os testes de detecgao de anticorpos anti -H. pylori, IgG ou IgM e principalmente IgA sao de grande utilidade para a triagem 
de pacientes infectados, desde que apresentem sintomas como dispepsia ou dor estomacal, quando o valor preditivo dos 
resultados e mais elevado. Anticorpos IgA aparecem mais precocemente e IgG sao mais persistentes. Ja IgM e raramente 
encontrada, pois o mais provavel e que os sintomas, so aparecendo na fase cronica, dificultem a detecgao dos anticorpos IgM, 
que devem ter estado presentes no infcio da infecgao. 

Resultados positivos dos testes de detecgao de anticorpos tambem estao associados a melhora pos-terapeutica 
antimicrobiana especffica e podem ajudar a confirmar o diagnostico etiologico em populagoes com dificuldade de acesso a 
exames de imagem. Reaches cruzadas dos anticoipos sao relatadas e esperadas, por exemplo, com Campylobacter jejuni. 

Borreliose 

A doenga de Lyme e causada por um espiroquetldeo, Borrelia burgdorferi, transmitido por carrapatos do genero Ixodes, 
infectados de camundongos, cervos ou pessoas. Aparentemente, a presenga do carrapato deve ser prolongada para que ocorra a 
transmissao. A doenga evolui de maneira cronica com alguma exacerbagao aguda caracterizada como “eritema migrans”, febre, 
fadiga e dores articulares, semelhantes a gripe. A forma cronica e grave, pois afeta sistema nervoso (lesao de nervos perifericos, 
torpor e paralisia facial) e coragao. 

A epidemiologia da doenga de Lyme mostra que e endemica no norte da Europa e em algumas regioes dos EUA. No 
Brasil, nao ha estudos sistematicos relatando a infecgao, mas e possfvel que esteja presente nas areas rurais. O diagnostico 
imunologico pode ser feito por imunofluorescencia ou imunoenzimaticos para pesquisa de anticorpos IgG e IgM. 

Mycoplasma pneumoniae 

Causa a chamada pneumonia atipica primaria e traqueobronquites que afetam criangas e jovens, com elevada morbidade e ate 
10% de letalidade. Como o diagnostico microbiologico e diffcil para micoplasmas, os testes imunologicos para detectar 
anticorpos foram objeto de alguns trabalhos. Inicialmente, observou-se que cerca de 50 a 70% dos pacientes com pneumonia 
por M. pneumoniae produzem elevados niveis de aglutininas (IgG e IgM) inespecfficas e possuem uma caracterfstica peculiar. 
Essas imunoglobulinas foram chamadas de crioaglutininas, pois aglutinam hemacias frescas de carneiro e humanas (tipo O Rh 
negativo) em temperaturas de 2 a 8°C. Essa aglutinagao e reversfvel pelo aquecimento por 30 min a 37°C, ao contrario dos 
anticorpos heterofilos da mononucleose infecciosa que mantem a aglutinagao a quente. 

A pesquisa de anticorpos IgG e IgM antigeno-especificos pode ajudar no diagnostico. Hoje ainda se empregam extratos 
brutos no teste ELISA, o que reduz muito a especificidade do teste. Por outro lado, varios pesquisadores tem identificado 
fragoes genero-especificas. Anticorpos IgM e IgG sao observados na fase aguda e na vigencia da infecgao. IgM desaparece em 


alguns meses e IgG permanece longos perfodos. Os testes para detectar IgM anti -M. pneumoniae deve ser do tipo captura, para 
evitar a interferencia da IgG. Em pacientes com suspeita clfnica, amostras pareadas coletadas com intervalo de 10 dias fornecem 
resultados mais preditivos, pois se detectara a subida da concentracao dos anticorpos especfficos. 

O elevado custo do desenvolvimento comercial desses testes, aliado a reduzida demanda de casos, contribui para a escassez 
do imunodiagnostico das inf echoes por micoplasma. O mais provavel e que as tecnicas moleculares de hibridizapao e PCR 
sejam as empregadas no futuro, com a vantagem de identificar a especie e possfveis cepas distintas das especies de 
micoplasmas. 

Riquetsioses 

As riquetsias sao bacilos ou cocobacilos Gram-negativos, agrupados em generos: Rickettsia, Coxiella, Rochalimaea 
(Bartonella) e mais recentemente, Ehrlichia. As doencas e as infecpoes que causam no ser humano sao, entre outras, febre 
maculosa, tifo exantematico, febre Q, febre das trincheiras, tifo murino e tifo do carrapato. Clinicamente, os sinais e sintomas 
nao sao especfficos, como febre aguda elevada, anorexia, cefaleia, eritemas na pele, geralmente de evolucao benigna, apesar da 
morbidade elevada. A erliquiose pode ser mais grave, pois afeta medula ossea e leva a anemia e leucopenia, podendo ser fatal. 

A importancia dessas febres deve-se a transmissao por artropodes. A inoculapao de secrecoes de picadas de acaros e 
carrapatos ou contato da pele com fezes de pulgas ou piolhos infectados sao as formas mais descritas. A febre Q e transmitida 
por inalapao de material contendo Coxiella burnetii. 

O diagnostico microbiologico e feito por inoculapao de tecidos em animais, ovo embrionado ou cultura de celulas. 
Portanto, e muito especializado e pouco disponfvel. A resposta de defesa imunologica e prejudicada, pois as riquetsias invadem 
macrofagos e conseguem, entao, se multiplicar. No entanto, ha intensa produpao de anticorpos IgM e IgG especfficos que 
podem ser detectados por testes imunoenzimaticos de elevada sensibilidade. 

Um teste muito antigo, anterior a idcntificacao adequada dessas bacterias, era o de Weil-Felix, por aglutinapao direta de 
suspensao bacteriana fenolizada de Proteus vulgaris. Esse teste e mais eficiente na fase aguda (presenea de IgM) e a reatividade 
cruzada deve-se aos antfgenos somaticos. A especificidade nao e boa, mas o valor preditivo positivo e elevado se houver dados 
clfnico-epidemiologicos direcionando a etiologia. 

A pesquisa de anticorpos IgG e IgM por imunoensaios enzimaticos vem sendo utilizada em centres de pesquisa. A 
padronizacao adequada dos antfgenos empregados ainda e objeto de pesquisa. 

Outra opgao de imunoensaio mais adequada e a confirmacao do patogeno em tecidos utilizando anticorpos especfficos 
conjugados com fluorocromos (imunofluorescencia direta). Como a demanda por esses testes e baixa, a disponibilidade de 
testes comerciais e limitada, e o diagnostico fica restrito a laboratories de pesquisa. 
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Capitulo 17 

Inf echoes Parasitarias 


Adelaide J. Vaz e Yoshimi Imoto Yamamoto 


Introdugao 

As parasitoses representam importante agravo a saude em regioes com condigoes socioeconomico-culturais que permitem a 
manutengao e a disseminagao de varios ciclos biologicos de parasitos. Algumas representam zoonoses, outras sao 
transfusionais, ou ainda, causa de infecgao congenita e, por isso, tambem estudadas em regioes de melhor condicao de vida em 
pafses desenvolvidos. 

A migragao das populagoes humanas e o comercio internacional de alimentos sao fatores de introdugao de parasitoses em 
areas onde antes eram inexistentes. Os metodos laboratoriais de diagnostico contribuem para: 

• Estabelecer adequadamente a etiologia da i nfeccao para a correta intcrvencao terapeutica 

• Avaliar a frequencia de determinadas parasitoses em diferentes areas auxiliando no direcionamento de medidas de intervengao 
local 

• Avaliar a eficiencia de medidas profilaticas e terapeuticas ao longo do tempo. 

O estabelecimento da etiologia de uma infecgao e quase sempre complexo. Consiste em uma serie de dados clinicos, 
epidemiologicos e laboratoriais. No ultimo, sao incluidos os exames de imagem, como ultrassonografia, tomografia 
computadorizada e ressonancia magnetica, embora sejam de dificil acesso a maior parte da populagao e requeiram profissionais 
especializados para interpretar os resultados. 

Na vigencia de infecgao parasitaria, nem sempre ha sintomatologia, e quando os sintomas clinicos estao presentes, essas 
manifestagoes podem ser brandas ou mesmo inespecificas, comuns a outras afecgoes, o que dificulta o diagnostico etiologico 
clinico-epidemiologico. Nas infecgoes cronicas de longa evolugao, e dificil levantar dados epidemiologicos que ajudem a 
definir o modo de contagio ou a infecgao. O diagnostico laboratorial surge como uma ferramenta auxiliar de grande utilidade na 
investigagao das parasitoses e e possivel dividi-lo em diretos e indiretos. 

Os metodos diretos sao aqueles em que e possivel identificar diretamente a presenga do parasito ou seus produtos. Incluem: 

• Exames a fresco para pesquisa de trofozoitos em fezes 

• Coloragoes temporarias e permanentes (em amostras fixadas) que apresentam maior especificidade para identificar estruturas 
parasitarias (morfologia) e melhor sensibilidade 

• Tecnicas de concentragao que aumentam a sensibilidade e consistem em centrifugagao em variadas solugoes, prepare em 
solugoes de diferentes densidades ou temperatures e ate sedimentagao espontanea 

• Isolamento e cultura para alguns protozoarios, em meios de culture, em cultivo de celulas e por inoculagao em animais de 
laboratorio 

• Detecgao de antigenos circulantes em fluidos biologicos 

• Imuno-histoquimica ou detecgao de antigenos in situ 

• Detecgao de material genetico (DNA, RNA) parasitario, metodo que ainda se restringe a pesquisa. 

Os metodos indiretos sao aqueles que detectam a resposta imunologica do hospedeiro., ou seja, a presenga de anticorpos da 
classe G e M no sangue, que podem ser demonstrados por meio de varios testes imunologicos. A aplicagao da biologia 
molecular, embora de grande valor diagnostico devido aos elevados indices de sensibilidade e especificidade, bastante utilizada 




em centres de pesquisa, e ainda uma expectativa futura para o campo de diagnostico das parasitoses. 


Imunologia das parasitoses 

A compreensao da fisiopatologia das parasitoses humanas inclui o conhecimento dos mecanismos imunologicos envolvidos na 
relagao parasito-hospedeiro. Esse conhecimento tambem contribui para o desenvolvimento de imunoensaios para o diagnostico 
laboratorial, bem como para estudos de vacinas aplicaveis em animais ou humanos em areas de risco para parasitoses de dificil 
controle sanitario. 

Uma das principals dificuldades de estudo das parasitoses e a escassez de modelos animais experimentais de infecgao, as 
vezes impossibilitando obter muitos dos antigenos parasitarios que podem ser aplicados no imunodiagnostico e nos 
experimentos. 

Como antigenos sao essenciais para estudo da imunobiologia das parasitoses, desenvolvimento e aplicagao de metodos 
imunodiagnosticos e para experimentos de imunizagao, ha interesse crescente na tecnologia de DNA recombinante. Nas viroses, 
esse desenvolvimento e facilitado pela simplicidade genomica do microrganismo. Parasitos sao muito mais complexos e ainda 
ha pouco conhecimento a respeito de todo o genoma desses organismos, especialmente os helmintos. Parte do genoma de 
alguns parasitos, principalmente protozoarios, tem sido identificada por tecnologia de DNA recombinante usando anticorpos 
para identificar antigenos expressos em clones recombinantes. As sondas marcadas de DNA parasitario tambem podem ser 
usadas em tecnicas de hibridizagao para detectar genoma parasitario em cortes histologicos (ver Capitulo 3). 

Uma caracteristica das tecnicas de biologia molecular, em relagao aos ensaios imunologicos, e a possibilidade de absoluta 
especificidade, que permite distinguir cepas parasitarias, o que nem sempre e possivel pela idcntificagao dos antigenos 
expressos. 

A relagao parasito-hospedeiro, na infecgao ou na doenga, e complexa na maioria das parasitoses importantes para o ser 
humano. As manifestagoes da resposta imune do hospedeiro sao muitas vezes responsaveis pelas lesoes teciduais observadas 
nas infecgoes parasitarias, as vezes ate mais graves do que aquelas provocadas pela presenga e metabolismo parasitario. Por 
isso, muitas parasitoses sao estudadas na imunopatogenia, como: leishmaniose, doenga de Chagas, cisticercose, hidatidose, 
toxocarfase, esquistossomose, entre outras. 

A cronicidade e outra caracteristica de muitas das infeccoes parasitarias, pois, embora haja resposta imune, em geral 
parcialmente protetora, o hospedeiro nao consegue eliminar o parasito. Esse achado tambem dificulta o desenvolvimento de 
vacinas, pois nao e facil identificar antigenos imunoprotetores em parasitos, ao contrario do observado em algumas viroses. 

Nas infecgoes cronicas, e comum estabelecer-se um equilibrio parasito-hospedeiro, no qual a carga parasitaria e mantida 
em niveis de pouco agravo a saude. Esses niveis de menor numero de parasitos tambem podem apresentar-se como menor 
virulencia parasitaria. O que se sabe e que o parasito se mantem em menor numero a custa da agao efetora do sistema de defesa 
do hospedeiro. Se por algum motivo ocorrer redugao da sua resposta imune, e comum observar a disseminagao do parasito com 
aspectos de maior virulencia, causando quadros clinicos graves. Esse desequilibrio e chamado de reativagao da infecgao, que 
era preexistente, e o parasito e considerado oportunista. Servem de exemplo o protozoario Toxoplasma gondii e o helminto 
Strongyloides stercoralis. Essa reati vacao parasitaria passou a ser relatada com maior frequencia apos o aparecimento da 
infecgao pelo HIV, especialmente nas areas onde e mais numerosa a populagao de individuos infectados pelo virus e sem 
tratamento. Tambem se pode observar essa imunodeficiencia em pacientes com neoplasias tratados com quimioterapia 
antiblastica e em pacientes transplantados submetidos a terapeutica imunossupressora. 

Alem da resposta de defesa imune-inflamatoria com o objetivo de eliminar o parasito, outros mecanismos imunologicos 
sao relatados nas infeccoes parasitarias: 

• Citotoxicidade mediada por imunocomplexos (hipersensibilidade tipo III): ocorre quando se formam macroimunocomplexos 
por excesso de antigenos (parasito) e anticorpos (hospedeiro) que se depositam em endotelio de vasos e membrana basal dos 
glomerulos, iniciando processo inflamatorio exacerbado. Com a fixacao de complemento nesses tecidos que possuem 
receptores para os fatores C3b e C5b (produtos da ativagao do sistema complemento), serao observadas lesoes graves 
(arterites, vasculites e glomerulonefrites). Por exemplo: malaria e cisticercose 

• Reagao do tipo anafilatica: ocorre em infecgao parasitaria com produgao de anticorpos da classe IgE, que se fixam a membrana 
de mastocitos. Quando da liberagao de antigenos parasitarios, formam-se imunocomplexos IgE-antigeno na membrana 
celular do mastocito, desencadeando desgranulagao (exocitose de granulos) com liberagao de aminas vasoativas, como a 
histamina, que podem levar, na forma mais grave, ao choque anafilatico. Por exemplo: hidatidose e toxocarfase 

• Mecanismos autoimunes: tem sido relatados em infecgoes cronicas de diferentes etiologias, e entre as parasitoses temse como 



exemplo a infecgao pelo Trypanosoma cruzi , em que o parasito intracelular e a resposta imunologica do tipo citotoxica com 
inflarnagao cronica podem levar ao aparecimento de autoanticorpos contra os antfgenos da celula cardfaca infectada. 
Aumento de mielina no lfquido cefalorraquidiano (LCR) tem sido observado em alguns pacientes com neurocisticercose, 
sugerindo participagao de autoimunidade na fisiopatologia da parasitose. 

Diagnostico imunologico 

O diagnostico imunologico indireto de deteccao de anticorpos produzidos pelo hospedeiro e de grande importancia quando a 
identificagao direta do parasito nao e aplicavel em larga escala ou e dificil, por exemplo, nas seguintes infecgoes: toxoplasmose, 
doenga de Chagas (fase cronica), abscesso amebiano, leishmaniose visceral, esquistossomose (fase cronica), larva migrans 
visceral (LMV; toxocarfase), cisticercose e hidatidose. 

A especificidade da resposta imunologica, portanto, dos anticorpos produzidos e a caracteristica que confere elevado valor 
preditivo aos imunoensaios. Outra propriedade importante na padronizagao dos testes imunologicos e a estabilidade dos 
imunocomplexos formados, a qual e conferida pela afinidade das imunoglobulinas, permitindo identificar anticorpos na amostra 
obtida. 

No entanto, duas outras caracteristicas aparecem dificultando a adequada padronizagao dos testes imunologicos. A 
principal e a chamada memdria imunologica, ou seja, sao detectados anticorpos em pacientes com a doenga, naqueles que ja 
estao curados da infecgao, bem como naqueles que tiveram contato com o parasito, mas nao foram infectados, e finalmente, em 
individuos eventualmente vacinados. A outra caracteristica, fundamental na eficiencia dos testes, e o tipo de antigeno. Sua 
qualidade influi diretamente na sensibilidade e na especificidade dos testes padronizados para a detecgao de anticorpos. 
Pesquisas recentes apontam para o uso de proteinas recombinantes, empregadas isoladamente ou misturadas, e ate mesmo de 
antfgenos quimericos apresentando miiltiplos epftopos, com o objetivo de melhor diagnostical - nao somente a presenga de 
anticorpos, mas de distinguir as fases de infecgao e tambem encontrar testes que possam avaliar a eficacia terapeutica. Em 
particular em toxoplasmose e doenga de Chagas, e importante diferenciar as infecgoes recentes das passadas, pois a conduta 
medica e totalmente diferente para cada caso. Outro ponto adverso na padronizagao de testes imunologicos diz respeito a 
frequente semelhanga (reatividade cruzada) entre os antfgenos constituintes dos patogenos. Por exemplo, o conteudo antigenico 
do tegumento da maioria dos helmintos e semelhante. Frequentemente, antfgenos de excregao-secregao (metabolites) sao 
semelhantes em parasites da mesma famflia. Essa semelhanga antigenica mostra-se como reatividade cruzada nos testes 
imunologicos, que, por sua vez, as vezes so e notada quando se aplica o teste em populagao exposta a determinados parasitos, e, 
por isso, os testes imunodiagnosticos de parasitoses precisam ser validados para cada populagao na qual serao aplicados. 

Algumas variaveis devem ser consideradas para o desenvolvimento de imunoensaios para diagnostico de infecgoes 
parasitarias. Esses fatores sao determinantes na eficiencia do teste utilizado e, infelizmente, nem sempre todos sao conhecidos, 
permanecendo como area de interesse na pesquisa cientffica: 

• O material bioldgico de escolha e a conservagao da amostra a ser examinada dependem do elemento a ser detectado (antigeno 
parasitario ou anticorpo produzido pelo hospedeiro) 

° No caso da pesquisa de anticorpos, a situagao e melhor, o material a ser coletado e geralmente o sangue, e as 
imunoglobulinas sao bastante estaveis quando mantidas em temperaturas baixas. Congela-las a -20°C pode mantel - 
suas caracteristicas por muitos meses ou anos. Esse requisito pode ser dificil em areas carentes, ate de energia eletrica, 
e sao essas as areas onde estudos soroepidemiologicos sao mais necessarios. Ainda faltam estudos que permitam a 
utilizagao rotineira de sangue venoso por pungao da polpa digital em papel de filtro. Alguns estudos 
soroepidemiologicos foram realizados com esses eluatos, mas a reprodutibilidade do metodo e os testes aplicaveis 
ainda devem ser aprimorados 

° A escolha do material biologico para a pesquisa de antigenos pode requerer procedimento mais invasivo, como obter 
tecidos por biopsias. No caso de material fecal, outro problema se apresenta. O uso de conservantes e antimicrobianos 
pode modificar os antfgenos parasitarios, que entao nao serao detectados por imunoensaios. Por outro lado, a variada 
flora de antfgenos (bacterianos e fungicos) e a presenga de resfduos alimentares, que tambem sao estruturas 
antigenicas, fazem do material fecal um material bioldgico de dificil padronizagao para testes imunologicos 

• A resposta imunologica depende da intensidade do estfmulo antigenico. Quando o parasito se localiza em estruturas 
privilegiadas como o globo ocular ou sistema nervoso central, a resposta imunologica pode ser apenas local, requerendo a 
coleta de material bioldgico desse sftio. Por exemplo, humor aquoso na toxocarfase ocular e LCR na neurocisticercose. A 
obtengao desses especimes requer profissional especializado e condigdes adequadas, o que nem sempre e acessfvel a 



populagao 

• A fase de evolugdo do parasito (embriao, larva, verme adulto, cisto etc.) envolvida na infecgao e as variagoes antigenicas entre 
as cepas representam outra dificuldade para a padroniza^ao dos testes imunologicos. Por exemplo, na tripanossomfase 
americana (doenga de Chagas), pode-se empregar a forma epimastigota de T. cruzi (obtida em meio de cultivo) como 
antfgeno para pesquisa de anticorpos especfficos para as formas tripomastigota e amastigota (presentes no hospedeiro 
humano infectado), pois as diferentes formas partilham antigenos comuns imunodominantes. Antigenos de secregao e 
excrecao tem sido testados no diagnostico das parasitoses, sendo que na doenga de Chagas e utilizado o antfgeno obtido de 
formas tripomastigotas, que mostrou ser especffico, nao reagindo com soros de leishmaniose na tecnica de Western blotting. 
No imunodiagnostico da toxocarfase, o antfgeno de excr eg ao/s ecr eg ao obtido de larvas mantidas em cultivo por varios meses 
em meio definido mostrou ser o mais adequado 

• Os parasitos apresentam mecanismos de sobrevivencia a resposta de defesa do hospedeiro, como localizagao intracelular de 
alguns protozoarios, variagao antigenica, adsorgao de protefnas do hospedeiro, atragao de colageno e fibrina formando 
capsula protetora, composigao antigenica de menor imunogenicidade e inibidora de fagocitose e ativagao de complemento, 
liberagao local de substancias supressoras da resposta do hospedeiro, entre outros 

• A resposta de defesa do ser humano e complexa e diversificada entre os indivfduos, fornecendo obstaculos para a padronizacao 
de testes imunologicos aplicaveis em diferentes populagoes. Sao variaveis que devem ser consideradas: status imune (idade, 
coinfecgoes, sexo, imunocompetencia, imunodeficiencia, predisposigao a fenomenos alergicos etc.) do hospedeiro e 
mecanismos inespecfficos inflamatorios (patologias cronicas, uso de medicamentos etc.). 

■ Pesquisa de antigenos parasitarios 

Nesses imunoensaios, e necessario que os antigenos pemianecarn na amostra com a estrutura molecular reconhecida pelos 
anticorpos que estao sendo utilizados para detecta-los. Nos testes de detecgao de antigenos e necessario produzir e purificar 
anticorpos (policlonais ou monoclonais). A produgao previa desses anticorpos implica no uso de antigenos para imunizar 
animais. Geralmente sao usados extratos antigenicos que facilmente sao reconhecidos pelos anticorpos obtidos. Mas, quando se 
utilizam esses mesmos 30110017108 para detectar antigenos na infecgao natural, pode nao se ter sucesso. Uma das razoes e que os 
antigenos na infecgao sao modificados por processos imune-inflamatorios ou pelo metabolismo parasitario e, portanto, esses 
podem ser estruturalmente diferentes daqueles antigenos utilizados para obtengao dos anticorpos. 

■ Imunoensaios aplicados in vivo 

Teste de hipersensibilidade imediata 

A composigao antigenica dos parasitos, especialmente dos helmintos, ativa resposta de linfocitos T helper 2 (Th2), liberando 
interleucinas (IL)-4, IL-5 e IL-6 e induzindo ativagao e diferenciagao de linfocitos B a secretar imunoglobinas, dentre as quais e 
frequente o achado de IgE, possivelmente dependente dos antigenos de tegumento dos helmintos. 

Devido a essas caracterfsticas, foram propostos testes in vivo de hipersensibilidade imediata para o diagnostico de 
infecgoes sistemicas por helmintos, como na hidatidose, o teste de Casoni. Resumidamente, injeta-se por via subcutenea ou 
intradermica, preferencialmente, pequeno volume de antfgeno solubilizado e se observa, em 10 a 30 min, a ocorrencia de 
eritema com ou sem prurido. A dificuldade de padronizagao e de obtengao de preparagoes adequadas de antigenos, o elevado 
fndice de testes falso-positivos e falso-negativos, e o risco de induzir respostas graves fazem com que esses testes sejam 
reavaliados quanto a aplicagao diagnostica, uma vez que atualmente e possfvel identificar a IgE especffica para lfquido hidatico 
por meio de imunoensaios in vitro. 

Ao utilizar testes in vivo, deve-se considerar sempre a hipotese de a resposta do paciente ser tao intensa que desencadeie 
fenomenos mais graves, daf a necessidade de realizar esses testes em locais com assistencia medica e recursos terapeuticos 
disponfveis. 

Teste de hipersensibilidade tardia 

Como em toda resposta imune complexa, nas infecgoes parasitarias ha participagao da resposta celular Thl e de macrofagos. A 
injegao intradermica de antigenos no paciente previamente sensibilizado promovera a migragao celular para o local onde foi 
depositado o antfgeno, formando uma papula ou um nodulo em 24 a 72 h, constitufdo por essas celulas (macrofagos, celulas 
dendrfticas e linfocitos T). Na persistencia do antfgeno, pode haver uma reagao granulomatosa mais intensa. O teste de 
Montenegro aplicado na investigagao laboratorial de leishmaniose mucocutanea e um exemplo de teste de hipersensibilidade 


tardia para parasitoses. Nos pacientes com maior reatividade e comum o aparecimento de uma area de extensa hiperemia no 
local da enduragao, bem como formagao de flictenas e ate necrose tecidual. De modo geral, a intensidade da resposta e 
proporcional a intensidade do estimulo antigenico, mas tanto pode indicar imunizagao previa quanto infecgao presente. E 
evidente que individuos curados tambem poderao apresentar teste positivo, geralmente em menor intensidade. 

Uma consideragao importante nos testes de hipersensibilidade tardia e a possivel imunizagao do individuo com o antigeno 
aplicado, o que e mais provavel se ocoiTerem multiplas aplicagoes. Ao final de algumas aplicagoes, o paciente apresentara teste 
positivo indicando essa imunizagao e nao o contato com o parasito. 

■ Imunodiagnostico de algumas infecgdes parasitarias 

Doenga de Chagas 

E causada pelo protozoario T. cruzi que se desenvolve no tubo digestivo de vetores (triatomineos) e e eliminado nas fezes 
desses insetos como tripomastigota metaciclico, durante ou apos o repasto sanguineo, ja que o vetor e hematofago. O ciclo 
biologico do parasito e mantido por vertebrados (reservatorio), como tatu, gamba e roedores silvestres. O ser humano acabou 
entrando nesse ciclo ao desmatar areas florestais, eliminar animais que eram fonte de alimento para o inseto e, por fim, construir 
casas com barro, que formam verdadeiros ninhos para acomodar o triatomineo, que nessas areas e conhecido como barbeiro, 
pois tem o habito de picar o rosto de individuos que estao dormindo. 

As Americas do Sul e Central sao consideradas endemicas para essa parasitose, que, pela area de abrangencia, e chamada 
de tripanossomiase americana. Alem da infecgao vetorial, tambem sao descritas as vias de transmissao vertical (intrauterina ou 
amamentagao) e oral , por ingestao de alimentos contaminados com vetores (fragmentado em moedores, por exemplo) ou fezes 
infectadas. Nas areas urbanas, a via de maior importancia na transmissao da doenga de Chagas e a sanguinea , como em 
transfusoes de sangue e hemoderivados ou em transplantes de orgaos/tecidos. Assim, mesmo em paises que nao mantem o ciclo 
silvestre, mas recebem imigrantes de areas endemicas, podem se iniciar focos da infecgao pela via sanguinea. Essa preocupagao 
ja atinge o continente norte-americano e o europeu. 

Devido a necessidade de triagem diagnostica em larga escala entre doadores, os metodos imunologicos de detecgao de 
anticorpos tem sido constantemente aprimorados e utilizados, muito mais ate do que em areas endemicas, onde os pacientes, 
muitas vezes ja com sintomas, podem permanecer sem assistencia medica. 

A confirmagao da infecgao pelo T. cruzi e feita por criterios clinico-epidemiologicos e laboratoriais, destacando-se os 
metodos parasitologicos diretos, entre os quais se tem a pesquisa direta em microscopia das formas tripomastigotas circulantes 
em gota espessa ou em concentrado de leucocitos ( Quantitative Buffy Coat QBC® Method). 

Metodos parasitologicos indiretos tambem sao aplicaveis, como a inoculagao em peritonio de camundongo, o isolamento 
em meio de cultura e o xenodiagnostico. Esses metodos parasitologicos sao uteis para isolamento de novas cepas do parasito 
com finalidade de estudos bioquimicos e fisiologicos, bem como para pesquisa e obtengao de antigenos. 

Na fase aguda, por exemplo, como acontece na infecgao pos-transfusional, a parasitemia e mais intensa, a sensibilidade de 
todos os metodos parasitologicos e considerada elevada, enquanto na fase cronica, quando ha menor parasitemia, sao preferidos 
os metodos que aumentam o numero de parasitos (cultivo, isolamento em insetos ou roedores), ainda que a sensibilidade nao 
ultrapasse 70 a 80%. Nesses casos cronicos, o metodo de escolha e a detecgao de anticorpos circulantes. 

Os metodos indiretos de diagnostico da infecgao incluem varios metodos imunologicos de detecgao de anticorpos anti-7’. 
cruzi. Atualmente, esses testes tem elevada sensibilidade e especificidade e por isso sao amplamente empregados para indicar 
ou excluir suspeita clrnica e, em larga escala, para triagem de doadores em bancos de sangue e em inqueritos epidemiologicos. 

O uso majoritario do imunodiagnostico da infecgao por T. cruzi em triagem de doadores de sangue fez com que a 
padronizagao desses ensaios buscasse a elevada sensibilidade, ainda que a custa de redugao da especificidade. Como 
consequencia, esses testes apresentam valores preditivos de positividade muito baixos em populagao de reduzida prevalencia, 
que e o caso dos doadores de areas nao endemicas. Por outro lado, a janela imunoldgica na triagem da infecgao por T. cruzi 
passa a ser uma preocupagao em areas nao endemicas. 

Varios testes ja foram utilizados para o diagnostico imunologico da doenga de Chagas, como a reagao de fixagao de 
complemento, os ensaios de imunoprecipitagao, aglutinagao direta, a hemaglutinagao indireta (IHA, indirect hemagglutination) 
e a imunofluorescencia indireta (IF). Atualmente, os ensaios imunoenzimaticos sao mais utilizados e inumeros kits sao 
comercializados, todos com bons indices de reprodutibilidade e sensibilidade. 

Na escolha de antigenos de T. cruzi, devem-se considerar a complexidade do parasito e a existencia de cepas com variagao 
antigenica. Os antigenos mais utilizados nos testes para captura de anticorpos sao extratos brutos ou purificados da forma 


epimastigota do parasito, facilmente obtida em meio de cultura, com a vantagem de nao possuir virulencia. Pesquisadores que 
isolam essas novas cepas contribuem continuamente com informacoes que permitem a validagao de sistemas diagnosticos ja 
existentes e ate a sua melhoria em versoes mais eficientes. A regra geral e a utilizagao de extratos parcialmente purificados, com 
objetivo de garantir a presenca de todos os determinantes antigenicos. Mais recentemente, o acrescimo de protefnas 
recombinantes e ate de peptfdios sinteticos tem sido utilizado para melhorar a especificidade dos testes, reduzindo os falso- 
positivos e o consequente custo de descarte de amostras de doadores. 

E possfvel que uma mistura ideal de varios antfgenos recombinantes e peptfdios especfficos, ou fracoes bioquimicamente 
purificadas, possa substituir os extratos antigenicos nativos. Entretanto, esse novo antfgeno deve conter determinantes 
antigenicos presentes em cepas de T. cruzi isoladas de diferentes rcgioes endemicas e ausentes em outros agentes infecciosos; 
deve ainda ser altamente imunogenico em populacoes com diferentes perfis geneticos, independentemente da fase aguda ou 
cronica e, por fim, ser estavel e facilmente obtido de modo que permita sua fabricagao em larga escala. 

Os testes de imunofluorescencia e imunoensaio enzimatico (ELISA) permitem a analise da classe de anticorpos, sendo que 
os IgG estao associados a todas as fases da infeccao e formas da fase cronica por isso sao uteis em estudos epidemiologicos e de 
triagem. A presenca de anticorpos IgM e indicativa das fases iniciais (aguda/recente) da infecgao e anticorpos IgA estao 
relacionados com a forma cronica digestiva. 

Uma sugestao proposta e que os testes de triagem possam detectar todas as classes de anticorpos. Ou seja, o sistema de 
deteegao do imunocomplexo formado pela presenga de anticorpos na amostra deve ser capaz de detectar ambas as classes de 
imunoglobulinas IgG e IgM e ate IgA. Apesar da validade da proposta, e necessario considerar que anticorpos IgG sao sempre 
presentes em maior quantidade e qualidade (avidez), o que tem tornado a simples deteegao de IgG suficiente para atender a 
eficiencia diagnostica esperada. Em areas de introdugao de novos casos, pode ser util acrescentar a capacidade de detectar IgM. 

O emprego dos testes de alta sensibilidade na triagem de doadores de sangue geralmente implica numero significativo de 
doadores falso-positivos. Esses indivfduos precisam depois de uma melhor avaliagao clfnico-laboratorial do resultado para 
definigao clara do possfvel diagnostico. No esclarecimento do caso tem sido utilizado o teste de imunofluroescencia indireta, 
utilizando como limiar de reatividade (cut off) a diluigao 1:40 e o criterio de positividade de que toda a membrana e o flagelo do 
parasito estejam fluorescentes. A fluorescencia apenas do citoplasma, nucleo ou cinetoplasto geralmente indica reatividade 
cruzada para outras patologias e justifica o resultado falso-positivo observado nos testes de triagem que utilizam extratos totais 
do parasito. 

Como ja visto antes (ver Capftulo 7), a imunofluorescencia e realizada manualmente e a leitura requer treinamento tecnico 
aprimorado. Por isso nao costuma ser metodo de escolha em laboratories de rotina. 

O emprego do immunoblot poderia auxiliar na confirmagao da especificidade dos anticorpos encontrados, e alguns 
peptfdios (obtidos de membrana, flagelo e excregao/secregao) tem sido considerados promissores para esse fim. Essa elevada 
especificidade e desejada especialmente em areas onde ocorre infecgao por Leishmania, principal parasito responsavel por 
reatividade cruzada nos estudos da doenga de Chagas. Nesse contexto, o polipeptfdio de 150 a 170 kDa purificado do antfgeno 
de excregao e secregao de T. cruzi mostrou especificidade para doenga de Chagas nao reagindo com soros de leishmaniose. A 
princfpio demonstrada no teste de Western blot, posteriormente essa fragao foi isolada e usada no teste ELISA, apresentando 
100% de sensibilidade e 100% de especificidade. O metodo ainda nao esta disponfvel comercialmente, mas tem sido realizado 
em instituigSes de pesquisa e ensino. 

Em pesquisas recentes, ha tentativas para identificar a sequencia de peptfdios de T. cruzi que permitem avaliar o 
prognostico da doenga, sendo capazes de discriminar as formas cronicas, desde a forma digestiva, a cardfaca e a assintomatica. 
Peptfdios da membrana do T. cruzi TcCA-2 mostraram reatividade com soros de pacientes na fase cronica nao reagindo com 
soros da fase aguda. Notadamente, os nfveis de anticorpo contra o epftopo 3973 eram bastante elevados nos pacientes 
sintomaticos com envolvimento de alteragoes cardfacas ou digestivas em comparagao aos resultados de pacientes na fase 
indeterminada, sugerindo que o uso de determinados peptfdios podera indicar o grau de patologia. 

Outro desafio dos pesquisadores e a busca de marcadores imunologicos para monitorar a eficacia do tratamento de 
pacientes portadores de doenga de Chagas. Um avango nesse sentido e a tecnica de citometria de fluxo, que foi empregada para 
detectar anticorpos usando como antfgeno tripomastigotas vivos e epimastigotas fixados. Os resultados preliminares desses 
testes foram promissores, mostrando a possibilidade de, no future, empregar tais tecnicas para avaliagao do tratamento de 
pacientes. 

Com a finalidade de padronizar o diagnostico, o tratamento, a prevengao e o controle da doenga de Chagas, realizou-se 
uma reuniao de cientistas brasileiros junto ao Ministerio da Saude, em 2005. Conforme as diretrizes dessa reuniao, para o 
diagnostico da doenga de Chagas devem ser feitos dois testes, um mais sensfvel (IHA, IF, ELISA com antfgeno bruto ou fragoes 



semipurificadas) e outro mais especffico (teste com antfgeno recombinante especffico de T. cruzi). Quando os resultados desses 
dois nao concordam (inconclusivos), devem-se repetir os testes e, se ainda continuarem discordantes, deve-se utilizar reagao em 
cadeia da polimerase (PCR) ou Western blot. A PCR e um excelente metodo diagnostico suplementar devido as altas 
sensibilidade e especificidade. 

Toxoplasmose 

T. gondii e um protozoario intracelular com tropismo por tecido nervoso e celulas embrionarias. A infecgao e universalmente 
disseminada entre os mamfferos e aves e a gravidade do quadro clfnico depende da virulencia da cepa parasitaria e da 
resistencia do hospedeiro. As formas graves incluem: 

• Comprometimento ocular 

• Forma congenita por transmissao placentaria 

• Forma de reativagao observada entre indivfduos imunocomprometidos. 

A reativagao pode ocorrer, pois o hospedeiro uma vez infectado toma-se portador de cistos intracelulares, mantidos sob 
controle por mecanismos imune-inflamatorios celulares. Durante o estado de imunodeficiencia, o parasito pode reverter para 
formas de taquizoftas invasivos, causando quadros graves de retinocoroidites e meningoencefalites, muitas vezes fatais. 

A forma ocular pode manifestar-se em razao de cistos latentes e de fenomenos de natureza imunologica e e a forma de 
maior morbidade nos casos sintomaticos de infecgao primaria. 

A toxoplasmose primaria em indivfduos imunocompetentes e geralmente despercebida, com sintomas brandos. Em raros 
casos evidencia-se intensa linfadenopatia, muitas vezes semelhante a da sfndrome da mononucleose infecciosa (mononucleose- 
like), com comprometimento ocular e manifestagoes pulmonares, meningoencefalicas, hepaticas e cardfacas. 

A resposta celular e os anticorpos produzidos durante a infecgao primaria reduzem a patogenicidade do protozoario, que 
assume formas cfsticas de resistencia, latente e permanente, caracterizando a forma cronica, mais bem denominada forma 
latente. Os cistos podem ser encontrados em quase todas as celulas nucleadas e em lfquidos cavitarios, principalmente em 
musculatura esqueletica, ossos e cartilagens. 

O diagnostico laboratorial da toxoplasmose e feito pela pesquisa de anticorpos IgM e IgG, tentando estabelecer perils de 
infecgao primaria recente ou estado de portador imune. Os testes sao solicitados rotineiramente para gestantes e pacientes sob 
risco de imunodeficiencia, como HIV-positivos, transplantados e submetidos a terapeutica antineoplasica. Para esses pacientes 
tambem e importante conhecer o status imune de doadores de orgaos/tecidos, pois as celulas transplantadas podem estar 
infectadas. 

Os exames de identificagao direta do parasito sao empregados em algumas situagoes de diffcil esclarecimento quanto a 
fase da infecgao e na forma de reativagao. O isolamento do Toxoplasma pode ser realizado em amostras de sangue, de 
preferencia da camada leucocitaria, sedimentos de LCR, lfquido amniotico, lavado bronquico-alveolar, humor aquoso 
intraocular, triturados de biopsia ou placenta. Utiliza-se a inoculagao em peritonio de camundongos ou em culturas celulares de 
fibroblastos humanos. A pesquisa de antfgenos por tecnicas imuno-histologicas e a PCR sao descritas em laboratories de 
pesquisa. 

Desde o teste Sabin-Feldman, que utilizava o prinefpio da fixagao de complemento por anticorpos citotoxicos, varios 
metodos indiretos vem sendo utilizados para o diagnostico da toxoplasmose, como a IHA, IF e imunoenzimatico ELISA. Para a 
deteegao de anticorpos IgM e IgA, o teste ELISA e realizado pelo prinefpio da captura de imunoglobulinas (ver Capftulo 7). 

Na toxoplasmose, IgA anti -Toxoplasma esta associada a infecgao aguda e aparenta desaparecer antes mesmo da IgM, 
indicando que e um bom marcador para delimitar a fase aguda. 

A medida do indice de avidez dos anticorpos IgG tambem auxilia a esclarecer os casos de infecgao recente. Anticorpos IgG 
de baixa avidez sao produzidos no infeio da resposta imune primaria. A determinagao da avidez e feita por meio de ELISA-IgG 
modificado, no qual se dissociam os imunocomplexos formados por uma substancia caotropica (p. ex., ureia 6 M), sendo o 
resultado expresso pela porcentagem de IgG remanescente, fornecida pelo calculo: (tftulo apos ureia/tftulo original) x 100 (ver 
Capftulo 7). 

Os antfgenos usados nos testes comerciais sao ainda preparados a partir de parasitos fntegros tratados com formol como 
nos testes de IF, lisados como nos testes de hemaglutinagao e ELISA. A obtengao de parasitos e feita em culturas de celulas ou 
em camundongos inoculados para esse fim. A produgao em massa de parasitos de alta qualidade e laboriosa e de alto custo. 

Nas ultimas decadas, pesquisadores tem buscado antfgenos mais eficazes para detectar os marcadores de infecgao aguda, 
seja por meio de testes capazes de avaliar a avidez de IgG, seja para deteegao de IgM e IgA. Com a tecnologia de biologia 


molecular, varios genes de T. gondii foram clonados: os antfgenos de superficie SAG1 (P30), SAG2 (P22), SAG3 (P43), e P35; 
os antfgenos de granulo denso GRA1 (P24), GRA2 (P28), GRA4, GRA5, GRA6, e GRA7 (P29); os antfgenos de roptria ROP1 
(P66) e ROP2 (P54); e BIO (P41), MAGI e MIC1. Muitos desses tem sido usados para detecgao de anticorpos especfficos em 
amostras de soro, nao somente para aumentar a sensibilidade diagnostica, mas principalmente em busca de antfgenos 
recombinantes que pudessem discriminar as infeccoes agudas das cronicas. A perspectiva do uso de antfgenos recombinantes na 
producao de reagentes para diagnostico traz as seguintes vantagens: conhecimento da composigao exata do antfgeno, 
possibilidade de emprego de mais de um antfgeno e possibilidade de padronizagao do teste imunologico em funcao da definicao 
do antfgeno. 

Algumas protefnas recombinantes tem sido testadas e demonstraram forte reatividade com soros da fase aguda e fraca 
reatividade com soros da fase cronica, como a P35 e a GRA6, ambas ligadas ao domfnio GST. Em outra investigagao realizada 
por pesquisadores brasileiros, foi estudada a eficiencia diagnostica de ELISA com o uso de peptfdios derivados de antfgeno de 
secregao e excregao denominados SAG-1, GRA-1 e GRA-7. Os peptfdios foram empregados tanto individualmente quanto em 
quatro combinagoes, denominados antfgeno de peptfdio multiplo (MAP), com o intuito de verificar a eficacia diagnostica da 
toxoplasmose recente com uma linica amostra de soro. Os resultados mostraram que o MAP-1, mistura de SAG-1, GRA-1 e 
GRA-7, detectaram eficientemente anticorpos IgM, discriminando bem os soros de casos recentes de toxoplasmose. 

O principal marcador sorologico da toxoplasmose recente e a presenga de IgM. Contudo, em alguns pacientes, por causa da 
alta sensibilidade dos atuais imunoensaios, esse anticorpo IgM pode se arrastar por varios meses apos a infecgao aguda, 
dificultando assim a interpretagao dos resultados. A determinagao da fase de infecgao e importante para as gestantes porque a 
toxoplasmose primaria, durante a gravidez, pode causar serias lesoes no feto. Com o objetivo de auxiliar no diagnostico preciso 
da infecgao aguda, fundamental no manejo de maes e seus filhos, pesquisadores tem testado o antfgeno recombinante P35 na 
tecnica de IgM-ELISA, que soluciona, em parte, a persistencia do IgM frequentemente observado com antfgeno lisado do 
parasito fntegro, reduzindo em 75% a positividade residual observada no IgM-ELISA convencional. Os anticorpos IgM anti- 
P35 negativam entre 4 e 6 meses apos a soroconversao, como foi observado no seguimento de uma gestante. 

As protefnas recombinantes tambem sao promissoras na determinagao da avidez de IgG, uma vez que a avidez do 
anticorpo contra essas protefnas amadurece em uma velocidade diferente da observada com os antfgenos nativos. O que se 
busca nessas investigagoes e uma protefna recombinante que diferencie mais eficazmente a fase aguda da cronica. 

Outra possibilidade e o uso de uma combinagao adequada de protefnas recombinantes altamente reativas, como a SAG1, e 
especfficas para fase da infecgao, com o objetivo de se obter misturas antigenicas que oferegam altas sensibilidade e 
especificidade diagnostica dos imunoensaios. 

Produtos quimericos sao uma nova ferramenta para testes diagnosticos. Eles apresentam epftopos de antfgenos de T. gondii 
cuidadosamente selecionados, provenientes de diferentes estagios do seu ciclo biologico. Assim, os antfgenos quimericos sao 
uma nova geragao de protefnas recombinantes desenhadas que poderao apresentar maior numero de epftopos imunodominantes 
do que as protefnas nativas extrafdas do lisado do parasito fntegro. 

O desempenho das protefnas recombinantes, isoladas ou em mistura, bem como das protefnas quimericas, tem sido testado 
por diferentes pesquisadores. Em fungao do metodo de clonagem e expressao, e da tecnica de purificagao das protefnas 
recombinantes, os pesquisadores tem obtido indices de sensibilidade e especificidade bastante variaveis, nao havendo ainda 
consenso quanto ao melhor antfgeno para detecgao apenas da fase aguda. 

Dessa maneira, embora os resultados com antfgenos recombinantes e produtos quimericos sejam bastante promissores, 
ainda carecem de mais estudos para serem utilizados amplamente no campo diagnostico da toxoplasmose. 

A toxoplasmose apresenta tres perfis distintos de marcadores humorais IgG e IgM. O perfd I, fase aguda/recente, esta 
presente na soroconversao recente e caracteriza-se pela presenga de IgM e IgG. Pode ser util a repetigao do teste com amostra 
coletada em intervalos de 7 a 20 dias para confirmar a positividade de IgM e surpreender o aumento exponencial de IgG 
predominantemente de baixa avidez. A detecgao de IgA especffica contribui para firmar o diagnostico de fase aguda. 

O perfd 11, de transigao, apresenta elevados nfveis de IgG com Indices de avidez crescentes e redugao gradativa da IgM. A 
IgA deve ser ausente, ou declinando a nfveis indetectaveis. 

Finalmente, o perfd III, caracterfstico da infecgao latente ou cronica, apresenta apenas anticorpos IgG, geralmente em 
baixos tftulos e com elevada avidez. Esse perfil ainda indica que pode ocorrer reativagao da infecgao. 

E importante lembrar que indivfduos negativos para toxoplasmose podem infectar-se a qualquer momento e devem ser 
monitorados periodicamente. 

Na triagem imunologica de gestantes, o ideal seria a realizagao do ensaio antes da gravidez ou o mais precocemente 
possfvel, facilitando a interpretagao dos resultados. Na maioria dos casos, o teste e realizado na primeira visita pre-natal, para 



que sejam detectados os casos de infecgao e instituldo tratamento medicamentoso o mais rapidamente possfvel. Gestantes 
soronegativas devem ser monitoradas durante toda a gestagao mediante pesquisa de anticorpos anti-7’. gondii e orientadas 
quanto aos cuidados profilaticos da infecgao. A presenga de IgG e ausencia de IgM geralmente indica infecgao latente cronica, 
em equilfbrio parasito-hospedeiro, sem risco, ou de risco muito reduzido, de transmissao placentaria. E a present'a de IgM que 
sugere infecgao aguda ou recente, sendo importante avaliar o tipo de imunoensaio utilizado para estabelecer o perfodo em que 
ocorreu a parasitemia de risco para infecgao fetal (ver Capitulo 22). 

O teste ELISA de captura de IgM, pela elevada sensibilidade, pode mostrar reatividade muito prolongada, por meses, 
dificultando a definigao adequada da fase de infecgao, enquanto nao se introduzirem antlgenos recombinantes mais especlficos 
como comentado anteriormente. Nesses casos, a ausencia de anticorpos IgA, que desaparecem mais rapidamente, e o achado de 
elevado nivel de avidez dos anticorpos IgG podem definir o caso. 

Os testes diretos de deteccao do parasito podem ser outra opcao suplementar nessa situacao. Em recem-nascidos com 
suspeita de infecgao intrauterina, a prcsenca de IgM especlfico pode confirmar o caso, bem como o isolamento de parasitos ou 
PCR positiva na camada leucocitaria de sangue. 

Imunocomprometidos geralmente apresentam resposta imune anomala, dificultando a definigao do perfil de infeccao, 
infecgao primaria ou reativagao de cistos parasitarios presentes nos tecidos do hospedeiro. Nos casos de meningoencefalites, o 
LCR para a pesquisa de anticorpos e para isolamento e identificagao do parasito e o mais recomendavel. 

Talvez o aspecto que deva ser mais valorizado no estudo da toxoplasmose e o fato de o diagnostico laboratorial adequado 
permitir estabelecer a terapeutica especlfica, por exemplo, a espiramicina, disponfvel na rede publica e que pode ser empregada 
em gestantes, recem-nascidos e imunocomprometidos, reduzindo sobremaneira a morbidade, a letalidade e as sequelas por essa 
infecgao. 

Amebiase extraintestinal 

Entamoeba histolytica e a unica ameba da classe Sarcodina considerada patogenica. A amebiase e de distribuigao mundial, com 
predomlnio nas rcgioes tropicais. Os sintomas cllnicos surgem em cerca de 10% dos infectados e caracterizam-se por sintomas 
gastrintestinais, disenteria e colites (nao disenterica). Os indivlduos assintomaticos devem ser tratados, pois a presenga dos 
cistos nas fezes, alem de manter a transmissao para outros indivlduos, tambem pode, a qualquer momento, determinar a invasao 
da mucosa intestinal com consequente sintomatologia. 

Dentre os pacientes sintomaticos, 2 a 10% evoluem para a forma invasiva extraintestinal, de elevada letalidade, com 
formagao de abscessos, principalmente no flgado, embora estes tambem sejam encontrados nas formas cutanea, pulmonar, 
cerebral e esplenica. Essa forma invasiva parece ser mais frequente no Oriente Medio, na Africa e na India. Sao caracterfsticas 
imunologicas da amebiase: 

• Anticorpos circulantes sao detectados em pacientes com as formas extraintestinal e invasiva da mucosa intestinal, mais 
frequentemente do que em pacientes com a forma intestinal branda 

• Esses anticorpos podem indicar infecgao atual (IgM, IgE, IgG) ou passada (IgG e IgE) 

• Testes de hipersensibilidade imediata (IgE) e tardia (celular T) podem ser utilizados, mas a padronizagao de antlgenos 
adequados e diflcil 

• Pacientes com abscessos amebianos apresentam resposta de hipersensibilidade tardia menos intensa, sugerindo posslveis 
eventos de supressao imune desencadeados por antlgenos parasitarios 

• Essa possfvel supressao parece estar abolida apos a cura, pois e relatado que ha imunidade protetora em pacientes curados de 
abscessos hepaticos, indicando participagao da resposta celular T no processo de cura e imunidade 

• Por outro lado, em pacientes com elevados nlveis de anticorpos, pode ocorrer reinfecgao com a forma intestinal, mas nao o 
desenvolvimento de formas invasivas, indicando imunidade humoral parcial. 

O diagnostico parasitologico e de fundamental importancia, mas nem sempre se encontram trofozoltas no material, e a 
presenga de cistos pode requerer tecnicas de coloragao permanente para identificagao morfologica da especie. Alem disso, a 
sensibilidade dos metodos parasitologicos depende sempre da carga parasitaria do indivlduo, da coleta adequada, da 
preservagao da amostra e do tempo entre a coleta e a realizagao do exame. Tambem e importante diferenciar E. histolytica de E. 
dispar, que apresentam tamanhos e caracterfsticas morfologicas semelhantes. Esta ultima, 10 vezes mais prevalente que a E. 
histolytica, nao apresenta evidencia de invasivisidade, sangue oculto nas fezes e inflamagao do colon, nem produz anticorpos 
contra a ameba. As diferengas antigenicas, bioqulmicas e geneticas entre essas duas amebas poderao ser evidenciadas por meio 
de anticorpos monoclonais, analise de isoenzimas e tecnica de biologia molecular. 


Diante da dificuldade de distinguir as duas amebas por meio de exame de fezes, os testes imunologicos passam a ser 
importantes no estabelecimento do diagnostico. A diferenciagao entre E. histolytica e E. dispar e importante na prevengao da 
doenga invasiva, na conduta terapeutica e na saude publica. 

Devido as dificuldades do diagnostico direto da amebiase intestinal, a pesquisa de antigenos especificos em fezes, 
utilizando imunoensaios, pode ser de grande utilidade, e alguns kits diagnosticos ja estao disponiveis comercialmente. Uma das 
vantagens da pesquisa de antigenos e que componentes degenerados ou degradados do parasito (que nao permitem a 
identificagao morfologica) podem ser detectados com eficiencia por anticorpos especificos e de elevada afinidade. 

A tecnica de PCR em tempo real tem demonstrado resultados promissores na dcteccao de E. histolytica nao somente nas 
fezes, como tambem em sangue, urina e saliva. 

Os testes imunologicos para pesquisa de anticorpos sao liteis nas formas extraintestinais da amebiase. O teste ELISA e o 
que apresenta melhores resultados, com sensibilidade de cerca de 90% em amostras de soro de pacientes com amebiase hepatica 
e de cerca de 70% em amostras de pacientes com a forma invasiva, que geralmente apresentam sintomas de disenteria e colite. 
Portadores do parasito exclusivamente intestinal nao produzem anticorpos em niveis significativos. Tambem podem ser 
encontrados anticorpos em individuos que tiveram a infecgao no passado ou estao curados. 

Cisticercose 

A cisticercose humana representa importante problema de saude publica em areas carentes de condigoes sanitarias e de politicas 
de saude, bem como em paises desenvolvidos que recebem imigrantes de regioes com elevada prevalencia de teniase. A 
dificuldade em detectar e notificar os casos da doenga advem da necessidade de confirmagao diagnostica por procedimentos de 
elevado custo, pouco disponiveis e inacessiveis para grande parcela da sociedade. 

O ciclo biologico do complexo teniase-cisticercose envolve o ser humano como o unico hospedeiro do verme adulto. 
Taenia solium, que, eliminando ovos nas fezes, contamina o meio ambiente. Em suinos, apos ingestao dos ovos, o embriao 
liberado no intestino delgado atravessa a mucosa e se desenvolve ate a forma larvaria nos tecidos e orgaos, determinando a 
cisticercose. Completando o ciclo, o ser humano, ao ingerir came suina com cisticercos viaveis, desenvolve a teniase, presenga 
do verme adulto no intestino. 

A cisticercose humana pode ocorrer acidentalmente quando o individuo ingere agua e alimentos contaminados com os ovos 
do parasito. Cisticercos de T. solium tem sido observados no globo ocular, nos musculos e no sistema nervoso central, sendo a 
neurocisticercose a forma mais relatada, 60 a 90% dos casos, possivelmente pela gravidade dos sintomas que leva o paciente a 
buscar auxilio medico. 

A sintomatologia da neurocisticercose apresentada depende do numero, tamanho, idade, vitalidade, localizagao, estagio de 
evolugao do parasito e seus processos reacionais sobre o hospedeiro, alem da resposta imune-inflamatoria do hospedeiro ao 
parasito. 

As apresentagoes clinicas mais frequentes sao: convulsao, hipertensao intracraniana, hidrocefalia, dementia, meningite e 
paresias, isoladas ou associadas. Esses sintomas nao sao patognomonicos da neurocisticercose e, por isso, o diagnostico 
laboratorial e importante para elucidar a etiologia. Embora nao haja cura, na neurocisticercose e possivel melhora do quadro 
clinico com intervengao terapeutica, que requer o diagnostico de certeza etiologica. 

Os exames de imagem, tomografia axial computadorizada e ressonancia magnetica nuclear, permitem a visualizagao de 
estruturas do parasito e do processo reacional do hospedeiro. Exames laboratoriais do LCR auxiliam a evidenciar o processo 
imune-inflamatorio na neurocisticercose. 

A pleocitose observada no LCR e, geralmente, do tipo linfomononuclear com eosinofilos e neutrofilos; a proteinorraquia 
revela padrao do tipo gama (policlonal e oligoclonal) no perfil de eletroforese. Essas altcracoes nao sao especfficas da 
neurocisticercose ou podem estar ausentes. Assim, o diagnostico definitivo sera a custa de anticorpos especificos, que podem 
ser detectados por varios testes, mas aqueles mais sensiveis, como o teste imunoenzimatico ELISA, sao recomendaveis e 
amplamente utilizados. A sensibilidade e a especificidade relatadas sao de 90 a 100% para a pesquisa de anticorpos no LCR. A 
pesquisa de antigenos de cisticercos, principalmente de excregao e secregao, ampliaria as perspectivas de estudo dos 
mecanismos imunopatogenicos da neurocisticercose. Em geral, soros sao empregados para a pesquisa de antigenos e de 
anticorpos. Entretanto, recentemente, tem surgido interesse em se utilizar amostras biologicas nao invasivas como a urina. 
Pesquisadores tem demonstrado peptidios antigenicos circulantes, de origem somatica, revelados pelo metodo de 
immunoblotting, na urina, no soro e no LCR, aumentando desse modo a sensibilidade no diagnostico da neurocisticercose. 

A detecgao de anticorpos no soro pode ser aplicada na triagem de pacientes e em estudos epidemiologicos, mas apresenta 
menor especificidade, principalmente em populagoes com outras infecgdes parasitarias. A padronizagao desses testes deve 


contribuir para a ampliagao dos recursos diagnosticos e de estudos epidemiologicos, inclusive na Veterinaria, em amostras de 
soros de suinos. 

Como a obtengao de antigenos adequados e dificultada pelo tedioso metodo de extracao dos cisticercos de suinos 
naturalmente infectados, geralmente abatidos clandestinamente, outras opgoes de fontes de antigenos sao procuradas. Dentre 
essas fontes alternativas, parasitos relacionados e de facil manutengao experimental podem ser utilizados, como cisticercos de 
Taenia crassiceps, mantidos por reprodugao assexuada em peritonio de camundongos. A demonstragao de re agues cruzadas 
observadas entre os antigenos de cisticercos de T. solium e T. crassiceps sugere que os parasitos partilham epitopos importantes, 
presentes em conccntragoes suficientes para o uso como fonte de antigeno em testes imunologicos. 

A obtengao de antigenos recombinantes e de anticorpos monoclonais para testes de detecgao de anticorpos e antigenos, 
respectivamente, continua sendo objeto de pesquisa de varios autores. 

Pesquisadores americanos desenvolveram um immunoblot utilizando glicoproteinas de cisticercos de T. solium para 
pesquisa de anticorpos em soro e LCR, obtendo 100% de especificidade e 98% de sensibilidade. Infelizmente, o teste nao foi 
comercializado ainda. 

Toxocariase 

A sindrome da LMV manifesta-se pela migragao e persistencia de larvas vivas de Toxocara canis, em tecidos de hospedeiros 
nao habituais, impedindo o completo ciclo biologico do parasito. Ovos do parasito contaminam o ambiente e, em solo argiloso e 
condigoes de umidade e calor, poderao se manter embrionados ate a ingestao acidental pelo ser humano. O cao e o reservatorio 
natural do parasito e desenvolve o verme adulto no intestino, com postura de ovos nas fezes. 

Tem sido observada maior frequencia de anticorpos anti -Toxocara em criangas, sugerindo possivel imunidade protetora em 
adultos. A maioria dos casos passa como assintomatica, mas sao descritas as formas clinicas visceral, ocular e atipica ou oculta. 

A toxocariase visceral e a forma mais estudada e mais exuberante quanto aos sintomas e resposta imunologica do 
hospedeiro. O quadro clinico-laboratorial apresenta febre, manifestagoes pulmonares, as vezes semelhantes as de alergias 
respiratorias, e hepatomegalia. Os achados laboratoriais incluem anemia, leucocitose, intensa eosinofilia (> 20%) e 
hipergamaglobulinemia com perfil policlonal. 

A toxocariase humana e estudada por meio de imunoensaios para detecgao de anticorpos sericos, sendo o teste ELISA o 
mais empregado. Os antigenos podem ser extratos somaticos de verme adulto, de ovos embrionados ou de larvas, mas todos 
determinam reatividade cruzada com outros helmintos, como o Ascaris lumbricoides, que e bastante prevalente em criangas de 
areas de baixas condigoes sanitarias. 

Os testes utilizando antigenos somaticos brutos requerem pre-tratamento das amostras de soros com extratos de Ascaris sp. 
para absorgao de anticorpos de reatividade cruzada. 

O antigeno mais especifico e o obtido por cultivo de larvas de T. canis em meio de cultura, chamado de TES (excregao e 
secregao). Entretanto, o procedimento para sua obtengao e laborioso e demorado, pois exige a dissecgao de ovos embrionados 
do verme adulto femea, manutengao das larvas em meio rico, separagao, concentragao e purificagao dos sobrenadantes. 

Nos ultimos anos, pesquisadores tem estudado a produgao de moleculas recombinantes de 30 kDa, 41 kDa e 120 kDa, que 
usadas isolada ou associadamente poderao trazer, no future, testes mais promissores para detecgao de anticorpos especificos. 

Os anticorpos IgG anti -Toxocara podem permanecer por longos periodos, e podem ser detectados em individuos ja 
curados. Os anticorpos IgM permanecem elevados durante a infecgao cronica, nao sendo possivel determinar o tempo de 
infecgao por meio da sua detecgao. Anticorpos da classe IgE contra TES e a pesquisa de antigenos circulantes ainda precisam de 
melhor padronizagao e avaliagao da eficiencia. Por isso, a presenga de IgG anti -Toxocara em pacientes com sintomas clinicos e 
outros dados laboratoriais indicatives tem sido considerada um bom marcador para confirmar laboratorialmente a LMV. 

Esquistossomose mansdnica 

A especie Schistosoma mansoni e a responsavel pela infecgao humana por contato com agua doce infestada de cercarias 
eliminadas por moluscos planorbidios do genero Biomphalaria. 

Os parasitos adultos, macho e femea acasalados, habitam o sistema porta e eliminam ovos embrionados, que em parte 
conseguem atravessar a mucosa intestinal e sao excretados nas fezes. Parte dos ovos se perde no processo migratorio, se 
deposita em tecidos, principalmente no figado, e ai entra em degeneragao, ocasionando intenso processo reacional do 
hospedeiro. A resposta de defesa do hospedeiro, que se inicia ja na infecgao pelas cercarias, desencadeia intenso processo 
imune-inflamatorio com reagao dos tipos anafilatica e granulomatosa. Esse processo de defesa e, em parte, responsavel pela 
imunopatogenia da esquistossomose. Do ponto de vista clinico e anatomopatologico, a esquistossomose pode ser dividida em 


tres grupos: intestinal (maioria nas areas endemicas), hepatointestinal e hepatoesplenica. 

Alguns ovos podem migrar de maneira erratica ate o canal espinal, onde tambem se processa o mesmo mecanismo 
fisiopatologico que causa mielites, paresias e ate paraplegia. Essa forma e chamada de neuroesquistossomose, e, nesses casos, a 
analise laboratorial do LCR e importante para o diagnostico etiologico diferencial. 

O diagnostico laboratorial da esquistossomose pode ser realizado por meio de testes parasitologicos, anatomopatologicos e 
imunologicos. A demonstragao de ovos do parasito nas fezes ou no material de biopsia e diagnostico de certeza da 
esquistossomose, porem pode se apresentar negativa em pacientes com infeccao leve (baixa carga de helmintos). Assim, nesses 
testes a coleta deve ser de tres amostras de fezes em dias alternados. Os testes imunologicos de pesquisa de anticorpos 
especificos e os testes de hipersensibilidade tardia sao utilizados em centros de pesquisa, mas nao estao disponiveis 
comercialmente. Como a esquistossomose ainda e prevalente no Brasil, sempre se pode recorrer a esses laboratories 
especializados de pesquisa para realizar os testes necessarios. Os testes de pesquisa de anticorpos IgG e IgM por 
imunofluorescencia (com cortes parafinados de vermes adultos) ou ELISA (extratos brutos preparados com vermes, larvas ou 
ovos) sao os mais empregados. Nos ultimos anos, antigenos purificados foram testados, tais como o antigeno gut-associated 
polysacharide (GASP), antigenos excretados e secretados de vermes adultos, proteina de choque termico de 70 kDa, proteinas 
de 31 e 32 kDa, na busca de testes com melhor desempenho. O extrato preparado com ovos ( Schistosoma egg antigen) e 
moleculas recombinantes tem demonstrado indices de sensibilidade e de especificidade mais elevados que os obtidos com 
extratos brutos. 

Paralelamente as pesquisas que buscam melhores resultados por meio de selegao de antigenos e de tecnicas tais como o 
Western blot, procura-se tambem avaliar a quimioterapia por meio de deteccao de anticoipos e antigenos. Apos o tratamento, 
elevam-se os niveis de anticorpos por 1 a 3 semanas, seguindo-se queda gradativa ate a negativagao. Anticorpos das classes 
IgGl, IgG4, IgM e IgE sao sugeridos como potenciais marcadores imunologicos para avaliagao do tratamento de pacientes. 

Hidatidose 

A hidatidose humana ocorre na America do Sul, principalmente no Uruguai, na Argentina, no Chile e na regiao de fronteira do 
Brasil com Uruguai e Argentina. A especie Echinococcus granulosus e a mais importante no Brasil. O ciclo biologico do E. 
granulosus envolve o cao e outros carnivores como hospedeiro definitivo (equinococose), eliminando ovos no meio ambiente. 
Os ovinos, e mais raramente bovinos e suinos, sao os hospedeiros intermediaries (hidatidose) com cistos em visceras. Por isso, a 
parasitose e mais comum em areas de pastoreio de gado ovino, onde se encontram caes auxiliando o ser humano na atividade de 
pastoreio. O cao que se alimenta de visceras de ovinos infectados com cistos hidaticos desenvolvera vermes adultos intestinais e 
eliminara ovos nas fezes. Por sua vez, os herbivores no pasto ingerem os ovos e dao continuidade ao ciclo. 

O ser humano pode acidentalmente ingerir ovos do parasito e assim passa a ser hospedeiro da forma larvaria, hidatidose 
humana. 

O embriao do E. granulosus pode migrar para todos os tecidos e orgaos, onde se desenvolve ate a forma de cisto. Os cistos 
hidaticos sao encontrados mais frequentemente no figado e nos pulmoes, e mais raramente nos ossos e no cerebro. Os sintomas 
dependem do crescimento do cisto e de seus eventuais rompimentos , desencadeando reagao anafilatica devido a elevada 
conccntracao de anticorpos IgE que sao produzidos pelo ser humano. Exames de imagem como ultrassonografia e ressonancia 
nuclear magnetica sao empregados para diagnostico, avaliagao clinica e acompanhamento do caso. 

Na radiografia simples, a visualizagao de cistos hialinos (em degeneragao) ou calcificados pode decorrer da hidatidose ou 
de outras patologias. Exames como ecografia ou tomografia computadorizada conseguem evidenciar cistos hidaticos 
parenquimatosos em figado, rins, pancreas ou na regiao retroperioneal. E importante lembrar que cistos muito pequenos, 
extraparenquimatosos ou rompidos nem sempre sao visiveis nesses exames. A ressonancia nuclear magnetica pode ser entao 
outro recurso adicional. 

Dados clinico-epidemiologicos nem sempre auxiliam no diagnostico. O achado do parasito em intcrvcncoes cirurgicas ou 
em necropsias pode confirmar hipotese diagnostica anterior ou, simplesmente, representar um achado nao esperado. Por esse 
motivo, o diagnostico imunologico ainda e a principal ferramenta no direcionamento do diagnostico correto. 

As caracterfsticas imunologicas observadas na hidatidose humana sao o elevado nivel de IgE, que pode desencadear 
anafilaxia apos a ruptura de cistos e libcracao maciga de antigenos, enquanto anticorpos IgG sao produzidos desde o inicio da 
infeegao. 

O teste intradermico de Casoni permite leitura imediata (IgE) e tardia (resposta celular T), mas pode mostrar resultados 
cruzados com outras helmintiases. Essa reatividade cruzada e o risco da injegao intradermica do antigeno fizeram com que o 
teste seja cada vez menos usado. No entanto, deve-se considerar que e um teste capaz de detectar a reatividade IgE. um dos 


principals mecanismos na fisiopatologia da doenga. 

A membrana externa ou anista do cisto e pouco imunogenica. Ao contrario, antigenos do liquido hidatico, provavelmente 
de excregao e secregao liberadas durante toda a vida do parasito, e em grande quantidade quando do rompimento do cisto, sao 
muito imunogenicos e alergenicos. 

Os imunoensaios utilizados para pesquisa de anticorpos contra antigenos do liquido hidatico sao o ELISA e a imunodifusao 
radial dupla em gel. A confirmagao pode ser necessaria nos casos em que haja divergencia clinica devido a inespecificidade de 
alguns peptidios que podem ser reconhecidos cruzadamente por anticorpos dirigidos para outros parasitos, como cisticercos de 
Taenia. 

No Brasil, o diagnostico da hidatidose esta restrito a instituigoes de pesquisa e s a tide publica, que tem utilizado os variados 
metodos, inclusive o immunoblot. O perfil de peptidios especificos inclui as fragdes 8-, 16-, 21- e 38-kDa. Algumas abordagens 
tem mostrado uma possivel especificidade das proteinas 16- e 21-kDa com a forma hepatica. As fragoes 8- e 38-kDa parecem 
mais bem associadas com a forma pulmonar, mas pode ocorrer reatividade cruzada com outros parasitos. 
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Capitulo 18 

Infeccoes Fungicas 


Sandro Rogerio de Almeida 


Resposta imune contra fungos 

O reino Fungi compreende muitas especies associadas com uma grande variedade de docncas em seres humanos. A relevancia 
clinica das infecgoes fungicas (micoses) tem aumentado enormemente nos ultimos anos, certamente em decorrencia do 
crescimento no numero de indivfduos imunodeficientes, incluindo aqueles infectados com HIV, pacientes transplantados ou 
com cancer e usuarios de imunossupressores (doencas autoimunes). 

E conhecido que os mecanismos de defesa do hospedeiro influenciam as manifestagoes e a gravidade das infeccoes 
fungicas. Em algumas delas, as formas clinicas dependem do tipo e da intensidade da resposta imune do hospedeiro, que, contra 
fungos, e ampla e vai desde a resposta imune inata ate a especifica ou adaptativa. A correta intcgracao da resposta imune inata 
com a adaptativa pode ser fundamental no controle das infecgoes fungicas (ver Capitulo 1). 

No desenvolvimento da resposta imune adaptativa contra fungos, destaca-se a resposta imune celular como a mais 
importante no controle da infecgao. Por outro lado, a resposta imune humoral ainda e motivo de controversia na literatura, e o 
papel protetor dos anticorpos nas micoses e incerto. 

As principais funcoes de anticorpos em infeccoes fungicas sao: inibigao da aderencia, neutralizagao de toxinas e 
opsonizacao da citotoxicidade mediada por anticorpos. Entretanto, a ausencia da associagao entre deficiencias em anticorpos e 
suscetibilidade contra infeccoes fungicas e a prcsenca de anticorpos especificos em pacientes com infeccoes progressivas tem 
fornecido evidencias contra o papel protetor dos anticorpos. 

Por outro lado, alguns autores mostraram que podem existir, sim, varios fatores relacionados a indugao de protecao dos 
anticorpos: o isotipo, a quantidade de anticorpos e a fase da infecgao sao pontos-chave. Em alguns modelos experimentais, foi 
possivel destacar o carater protetor nas infeccoes fungicas, como a criptococose e a paracoccidioidomicose (PCM). 

A producao de anticorpos por indivfduos infectados por fungos tem grande relevancia para os imunoensaios aplicados ao 
diagnostico laboratorial de micoses. 0 emprego de ensaios imunologicos e de extrema importancia no diagnostico 
confirmatorio, visto que a dcmonstracao dos fungos em exame direto bem como o isolamento e a identificacao de fungos muitas 
vezes apresentam resultados negativos, principalmente em formas autolimitadas da doenca. Alem disso, os imunoensaios 
propiciam obter resultados em menor tempo quando comparadas as micologicas. 

Entre os diferentes imunoensaios existentes, testes como imunodifusao radial dupla (ID), contraimunoeletroforese, fixacao 
de complemento, imunoensaio enzimatico (ELISA) e immunoblot (IB) sao frequentemente utilizados para a pesquisa de 
anticorpos ou antigenos circulantes em micologia (ver Capitulos 5 e 7). 

Nos ultimos anos, com o aumento do numero de pacientes imunossuprimidos, teve-se a necessidade de utilizar o 
diagnostico imunologico baseado em deteccao de antigenos, e nao em anticorpos, principalmente em infeccoes fungicas 
sistemicas. 

O objetivo deste capitulo e descrever as tecnicas imunologicas utilizadas no diagnostico das principais infccgoes fungicas, 
portanto, nao sera discutida a patogenese das infeccoes. A seguir, serao destacadas algumas das principais tecnicas para 
imunodiagnostico de infeccoes fungicas. 


Reagao de fixagao de complemento 





■ Histoplasmose 

A rcacao de fixagao de complemento (RFC) foi uma das tecnicas precursoras do estudo sorologico em infeegoes fungicas. 
Torna-se positiva entre a 2- e a 4- semana apos a infecgao pelo Histoplasma capsulatum. Geralmente, altos tftulos de anticorpos 
estao relacionados com a maior gravidade da doenga, declinando em um perfodo que varia de 2 a 5 anos, especialmente nos 
pacientes com a forma pulmonar cronica ou disseminada. Antfgenos da fase leveduriforme do H. capsulatum tem maior 
sensibilidade, porem os resultados sao menos especfficos. A reacao e considerada positiva a partir da diluigao 1:8 dos soros. 

Reagoes cruzadas ocoiTem especialmente com soros de pacientes com PCM, sendo, portanto, a tecnica mais adequada para 
seguimento durante a terapia antifungica. Geralmente, em caso de histoplasmose ativa, essa prova pode manifestar-se negativa. 

0 H. capsulatum libera alguns antfgenos importantes que podem ser detectados, como os antfgenos denominados H e M. A 
detecgao do antfgeno H indica histoplasmose ativa, podendo ser observada ate 2 anos apos a cura clfnica do paciente; raramente 
ocorre na ausencia de M. 

Anticorpos fixadores de complemento podem ser demonstrados na maioria dos pacientes com histoplasmose ja a partir da 
quarta semana apos infecgao, apresentando sensibilidade de 80 a 90%, dependendo do tipo de antfgeno utilizado. 

■ Paracoccidioidomicose 

A RFC foi uma das primeiras tecnicas utilizadas no diagnostico sorologico da doenga. Estudada inicialmente por Moses, em 
1916, essa tecnica realmente obteve destaque no diagnostico sorologico da PCM apos a padronizagao por Fava Netto, em 1965, 
que verificou positividade de 98,4% em 220 pacientes. 1 No entanto, ela esta restrita a alguns laboratories, nao sendo empregada 
amplamente, principalmente pela dificuldade de padronizagao do metodo. Em laboratories que executam a tecnica como rotina, 
a PCM ainda e utilizada e, pela facilidade de execugao, prefere-se o micrometodo que permite acompanhar a evolugao 
sorologica de um paciente, com a construgao de uma curva sorologica. 

Imunodifusao radial dupla 


■ Histoplasmose 

A ID e amplamente utilizada no sorodiagnostico de infeegoes fungicas por sua facil execugao, custo baixo e elevadas 
sensibilidade e especificidade. Os primeiros relatos da utilizagao da ID na histoplasmose sao da decada de 1950, detectando seis 
arcos ou linhas de precipitagao quando soros de pacientes portadores de histoplasmose foram avaliados. Duas dessas linhas 
foram denominadas M e H, sendo consideradas suficientes para o diagnostico, com margem de seguranga, dessa micose. A 
reatividade do soro de paciente frente ao antfgeno M sugeria que o indivfduo havia entrado em contato com o fungo. A faixa H 
era detectavel junto com a M na vigencia de algumas infeegoes em curso. Indivfduos com reagao intradermica positiva a 
histoplasmina ou com infecgao remota tambem podem apresentar anticorpos circulantes contra o antfgeno M. 

Ate os dias atuais, o ensaio ID (ver Capftulo 5) e o mais empregado para diagnostico da histoplasmose por apresentar boa 
sensibilidade e elevada especificidade, alem de baixo custo. Detecta anticorpos precipitantes para os dois antfgenos 
glicoproteicos M c H, que sao os principals componentes antigenicos presentes em antfgeno obtido do sobrenadante de cultura 
da fase miceliana do fungo, apos 4 meses de cultivo. Anticorpos precipitantes contra antfgeno H (peso molecular em torno de 
120 kDa) ocorrem em pacientes com formas cronicas progressivas e em atividade, mas o antfgeno e detectado somente em cerca 
de 25% dos indivfduos doentes. Precipitinas contra antfgeno M (peso molecular em torno 94 kDa) sao detectados em ate 85% 
dos pacientes durante as formas aguda e cronica da doenga. Indivfduos reativos positivos ao teste cutaneo com histoplasmina e 
com infecgao passada podem apresentar anticorpos contra o antfgeno M. Apos recuperagao clfnica, anticorpos contra o antfgeno 
H podem persistir em alguns pacientes. 

■ Paracoccidioidomicose 

A ID e o teste mais usado para o diagnostico da PCM. Quando se utiliza o filtrado de cultura de celulas leveduriformes, e 
possfvel aparecer ate tres bandas de precipitagao: banda 1 (perto do oriffcio do antfgeno), banda 2 (posigao intermediaria) e 
banda 3 (perto do oriffcio do soro). A banda 1 corresponde ao antfgeno E2 e ao gp43, e os anticorpos para essa fragao sao 
encontrados em 95 a 98% dos soros dos pacientes com a doenga ativa. Elea ultima banda a desaparecer depois do tratamento. 
A reatividade contra a banda 2 esta presente em 60 a 65% dos casos e e a segunda banda a desaparecer depois do infeio da 
terapia especffica, enquanto a banda 3 esta presente apenas em 30 a 35% dos casos e e a primeira a desaparecer. O numero de 
bandas reconhecidas correlaciona-se com a gravidade da doenga. A reatividade cruzada com H. capsulatum e outros fungos 



pode ocorrer. 

A sensibilidade do teste varia de 66 a 100%, atingindo especificidade de 100% e valor preditivo de positividade de 100%. 
Os resultados podem variar dependendo da preparagao antigenica usada, da forma da doenga ou do inlcio do tratamento. 

O teste apresenta valor de diagnostico quando ocorre identidade de linhas de precipitacao entre soropositivo de referenda e 
soro de estudo. Em geral, emprega-se um antlgeno nao purificado, obtido de filtrado de cultura da fase leveduriforme do fungo, 
que contem varios componentes antigenicos, principalmente a gp43. A especificidade do teste fica em torno de 100%, mas 
reaches cruzadas podem ocorrer, principalmente com soros de pacientes com histoplasmose. 

■ Aspergilose 

Na aspergilose, os resultados encontrados dependem da forma clinica do paciente. No teste de ID, a forma cllnica representada 
pelo aspergiloma revela anticorpos em mais de 90% dos casos e em cerca de 85% dos pacientes que desenvolvem a forma 
clinica de aspergilose invasiva. Entretanto, a aspergilose broncopulmonar alergica revela anticorpos apenas em 50% dos casos. 
A prova geralmente emprega extratos antigenicos de varias especies de Aspergillus. Reagoes falso-positivas podem ocorrer 
devido a present a de polissacaridios que reagem com a proteina C reativa do soro, formando linhas de precipitacao, que podem 
ser eliminadas com tratamento das laminas em citrato de sodio. 

Ensaio imunoenzimatico ELISA (ver Capitulo 7) 


■ Paracoccidioidomicose 

O teste ELISA tem alta sensibilidade e pode detectar 50 ng de anticorpo por mililitro de soro. E de facil execugao e fornece 
resultados semiquantitativos. Varios grupos de pesquisadores desenvolveram o teste para o diagnostico da PCM; entretanto, 
diferentes preparagoes antigenicas sao utilizadas, tornando dificil comparar os resultados. Em geral, a sensibilidade e alta, mas a 
reatividade cruzada pode ocorrer principalmente com soros de pacientes com histoplasmose e doenga de Jorge Lobo. A fim de 
resolver o problema de reatividade cruzada, alguns autores recomendam a absorgao de soro de PCM com antigenos de celulas 
leveduriformes de Candida albicans ou H. capsulatum, antes do ensaio especifico. 

No momento, procuram-se protelnas antigenicas purificadas para superar o problema da reatividade cruzada. Esses estudos 
incluem a gp43 e a fragao de 70 kDa. A quantificagao da resposta de IgG anti-gp43 e usada nao apenas como diagnostico, mas 
tambem como uma maneira de avaliar a resposta ao tratamento. Todos os pacientes apresentam anticorpos anti-gp43 no 
momento do diagnostico. Pacientes com forma aguda da PCM tem altos niveis de IgG, e anticorpos IgM anti-gp43 estao 
presentes em 100% dos soros dos pacientes com a forma aguda e em apenas em 46,6% dos pacientes com a forma cronica. 
Titulos de anticorpos anti-gp43 diminuem com a melhora clinica durante a terapia. Entretanto, a gp43 tambem e reconhecida, 
em menor frequencia, por anticorpos de pacientes com histoplasmose, aspergilose e doenga de Jorge Lobo. 

Recentemente, o antlgeno recombinante de 27 kDa foi ensaiado por ELISA na tentativa de serem obtidas respostas 
especificas de anticorpos e encontrou-se sensibilidade de 73,4% nos pacientes com diferentes apresentagoes clinicas de PCM. 
Reagoes cruzadas intensas foram observadas, principalmente com soros de pacientes com histoplasmose e aspergilose. 

Immunoblot (ver Capitulo 7) 


■ Paracoccidioidomicose 

O IB possui elevada sensibilidade e foi usado originalmente para caracterizar a resposta humoral aos antigenos de 
Paracoccidioides brasiliensis. Esses estudos tambem confirmaram a importancia do antlgeno gp43 e a presenga de outros 
antigenos imunorreativos, alguns destes com reatividade cruzada com soros de pacientes portadores de outras micoses. O 
antlgeno de 58 kDa foi reativo em IB, embora tenha apresentado problemas associados com sua purificagao e a homogeneidade. 
Mais recentemente, demonstrou-se que o antlgeno recombinante de 27 kDa e reconhecido por 91% dos soros dos pacientes com 
PCM. Essa constatagao e de consideravel interesse porque proteinas recombinantes fornecem uma fonte altamente reprodutivel 
de antigenos definidos. 

■ Histoplasmose 

O IB empregando como antlgeno as fragoes H c M obtidas por cromatrografia de troca ionica a partir de filtrado de cultura e 
previamente deglicosiladas pelo tratamento com metaperiodato de sodio foi avaliado quanto a especificidade. A analise dos 
resultados revelou uma maior capacidade discriminatory dessa prova, frente a 20 soros de pacientes com histoplasmose 




pulmonar aguda, quando comparada as reagoes de ID e RFC frequentemente utilizadas na rotina diagnostica. Os autores 
demonstraram tambem que a sensibilidade do ensaio foi de 100% e a especificidade subiu de 46,1%, frente a fragoes H e M sem 
tratamento, para 91,2%. 

Contraimunoeletroforese (ver Capi'tulo 5) 


■ Paracoccidioidomicose 

A contraimunoeletroforese e uma prova de grande valor, utilizada inicialmente por Conti Diaz, apresentando sensibilidade de 
97,2%. Pesquisadores estudando 20 soros de pacientes portadores de PCM, utilizando coluna de Sephadex G-200® para 
separagao das imunoglobulinas, verificaram que os anticorpos precipitantes examinados nas reagoes eram do tipo IgG. As 
fragoes com teor normal de IgA e IgM e com quantidade pequena ou nula de IgG nao produziam linhas de precipitagao. 

■ Histoplasmose 

Alguns autores avaliaram a tecnica objetivando a identificagao rapida e especlfica das fragoes H e M, estudando 52 soros de 
pacientes frente a filtrado de cultura, demonstrando que a tecnica foi capaz de identificar anticorpos circulantes em 81% dos 
pacientes. No mesmo estudo, o padrao de reatividade desse antigeno pela ID e RFC mostrou 83 e 88%, respectivamente, de 
positividade. 

■ Cromoblastomicose 

Poucos sao os relatos da utilizagao de tecnicas sorologicas para o diagnostico da cromoblastomicose. A comparagao de varias 
tecnicas de imunoprecipitagao e ELISA mostrou uma sensibilidade de 53 a 96% de especificidade no teste de ID. Entretanto, 
utilizando a tecnica de contraimunoeletroforese foram observados melhores resultados. Em outro trabalho, identificou-se pela 
tecnica de IB uma fragao de 54 kDa especlfica de Fonsecaea pedrosoi. Essa demonstragao pode ser extremamente util para a 
padronizagao de tecnicas mais sensfveis e especlficas para o diagnostico sorologico da cromoblastomicose. 

Aglutinagao (ver Capi'tulo 6) 


■ Paracoccidioidomicose 

Pesquisadores utilizaram o teste de hemaglutinagao indireta com hemacias sensibilizadas com gp43. Observaram-se reagoes 
cruzadas com soros normais e heterologos em titulos altos ate 1:100. Entretanto, soros de pacientes diluldos a 1:800 
apresentaram 100% de sensibilidade e especificidade. Apesar de ser uma tecnica senslvel, especlfica, de baixo custo e adaptavel 
a qualquer laboratorio, e ainda muito pouco difundida nos laboratories. 

Detecgao de antigenos 


■ Paracoccidioidomicose 

A detecgao de antigenos circulantes de P. brasiliensis nos fluidos corporeos de pacientes com PCM pode oferecer precocemente 
o diagnostico ou confirma-lo, quando a detecgao do anticorpo nao e conclusiva, particularmente em indivlduos 
imunocomprometidos. Sabe-se, desde ha algum tempo, que o antigeno circulante esta presente em pacientes com PCM pelo 
menos na forma de imunocomplexos. Mendes-Gianinni et al. 2 relataram pela primeira vez que a molecula de gp43 podia ser 
detectada no soro de pacientes em ambas as formas cllnicas da PCM. Posteriormente, sugeriram que esse antigeno tambem 
podia ser detectado em urina. O monitoramento desse antigeno parece ter algum valor prognostico, pois ele desaparece com o 
tratamento. Detecgao de gp70 circulante tambem se mostrou um importante marcador sorologico a ser utilizado no 
acompanhamento do paciente sob terapia antifungica. Recentemente, relatou-se a presenga do antigeno de 87 kDa em soro pelo 
teste de inibigao de ELISA. Por meio desses testes, os pesquisadores conseguiram detectar antigeno em 100% dos casos na 
forma aguda e em 83,3% na forma cronica multifocal. Contudo, reatividade cruzada foi observada com soros de pacientes com 
histoplasmose, aspergilose, criptococcose, esporotricose e tuberculose. 

■ Histoplasmose 

Com a grande quantidade de pacientes HIV, os testes para detecgao de anticorpos perdem sua funcionalidade. Entretanto, a 





detecpao de antfgenos torna-se extremamente importante nesses casos. 

Padronizou-se o teste ELISA competitive para detecpao de antfgeno circulante de H. capsulatum, utilizando anticoipo 
monoclonal contra a frapao antigenica de 69 a 70 kDa. Amostras de soro e urina de pacientes portadores das diferentes formas 
de histoplasmose foram analisadas, sendo a sensibilidade de 71,4% e a especificidade de 85,4% em relapao a soros de pacientes 
com outras micoses, e 98% de sensibilidade com soros humanos de pacientes normais de areas endemicas. Utilizando o mesmo 
antfgeno, verificou-se a importancia do teste ELISA de competipao em pacientes imunocompetentes e com AIDS, que 
apresentaram as diferentes formas clfnicas de histoplasmose, demonstrando a importancia e a reprodutibilidade dessa prova no 
acompanhamento desses pacientes. 

■ Candidiase 

Em se tratando do sorodiagnostico de candidiase disseminada, a pesquisa de antfgenos circulantes reveste-se de importancia, 
pois a presenca de anticorpos anti -Candida nao distingue indivfduos com candidiase transitoria de formas patentes da doenca ou 
de indivfduos aparentemente normais. 

A maioria dos testes sorologicos e dirigida para a detecpao de componentes ligados a parede celular ou a antfgenos 
citoplasmaticos, tais como manana, glucana, enolase, protefnas de 47 ou 90 kDa. 

Manana foi o primeiro antfgeno a ser intensamente pesquisado, e um teste comercial foi desenvolvido utilizando anticorpo 
monoclonal antimanana. A sensibilidade desse teste e relativamente baixa, com o agravante de nao detectar antfgenos derivados 
de Candida krusei. Anticorpos monoclonais antiepftopos alfa e beta manana estao sendo usados em testes ELISA. 

■ Aspergilose 

A pesquisa de antfgenos circulantes na aspergilose esta baseada na dcteccao de apucares liberados pelo fungo, como a 
galactomanana. A aglutinapao de partfculas de latex, que sao recobertas por um anticorpo monoclonal IgM antigalactomanana, 
mostrou elevados nfveis de sensibilidade e especificidade com amostra de pacientes comprovadamente doentes. No entanto, um 
dos problemas e a falta de reprodutividade nos resultados. 

■ Criptococose 

O diagnostico e baseado na demonstrapao do antfgeno polissacarfdio soluvel do Cryptococcus neoformans por meio de testes de 
aglutinapao de partfculas de latex. Desde a decada de 1960, quando foi descrita pela primeira vez, a tecnica vem sendo 
empregada, demonstrando altos nfveis de sensibilidade e especificidade para o diagnostico de meningite ou da forma 
disseminada da doenpa. Varios testes de aglutinapao de partfculas de latex sao comercializados, a maioria deles com partfculas 
sensibilizadas com anticoipos policlonais. Reapoes cruzadas com antfgenos de outros patogenos podem ocorrer, como 
Trichosporon beigelli ou com fator reumatoide. 

References bibliograficas 

1. Fava Netto C. The immunology of South American blastomycosis. Mycopathologia. 1965;26:349-58. 

2. Mendes-Giannini MJS, Camargo ME, Lacaz CS, Ferreira AW. Immunoenzymatic absorption test for serodiagnosis of 
paracoccidioidomycosis. J Clin Microbiol. 1984;20:103-8. 

Bibliografia 

Brock EG, Reiss E, Pine L, Kaufman L. Effect of periodate oxidation on the detection of antibodies against M antigen of histoplasmin by 
enzyme immunoassay (EIA) inhibition. Curr Microbiol. 1983;10:177-80. 

Buissa-Filho R, Puccia R, Marques AF, Pinto FA, Munoz JE, Nosanchuk JD et al. The monoclonal antibody against the major diagnostic 
antigen of Paracoccidioides brasiliensis mediates immune protection in infected BALB/c mice challenged intratracheally with the 
fungus. Infect Immun. 2008;76:3321-8. 

Camargo ZP, Berzaghi R, Amaral CC, Silva SH. Simplified method for producing Paracoccidioides brasiliensis exoantigens for use in 
immunodiffusion tests. Med Mycol. 2003;41:539-42. 

Camargo ZP, Unterkircher C, Campoy SP, Travassos LR. Production of Paracoccidioides brasiliensis exoantigens for immunodiffusion 
tests. J Clin Microbiol. 1988;26:2147-51. 

Del Negro GMB, Garcia NM, Rodrigues EG, Cano IN, Aguiar MSMV, Lfrio VS, et al. The sensitivity, specificity and efficiency values 
of some serological tests used in the diagnosis of paracoccidioidomycosis. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 1991;33:277-80. 

Esterre P, Jahevitra M, Ramarcel A, Andriantsimahavandy A. Evaluation of the ELISA technique for the diagnosis and the 
seroepidemiology of chromoblastomycosis. J Mycol Med. 1997;7:137-41. 




Gomez BL, Figueroa JI, Hamilton AJ, Diez S, Rojas M, Tobon AM, et al. Antigenemia in patients with paracoccidioidomycosis: 
detection of the 87-kilodalton determinant during and after antifungal therapy. J Clin Microbiol. 1998;36:3309-16. 

Gomez BL, Figueroa JI, Hamilton AJ, Ortiz BL, Robledo MA, Restrepo A, et al. Development of a novel antigen detection test for 
histoplasmosis. J Clin Microbiol. 1997;35:2618-22. 

Greenberger PA, Patterson R. Application of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in the diagnosis of allergic 
bronchopulmonary aspergillosis. J Lab Clin Med. 1982;99:288-93. 

Heiner DC. Diagnosis of histoplasmosis using precipitin reactions in agargel. Pediatrics. 1958;22:616-27. 

Hommel M, Kieng Troung T, Bidwell DE. Technique immunoenzymatique (ELISA) appliquee au diagnostic serologic des candidoses et 
aspergilloses humaines. Resultats preliminaries. Nouv Presse Med. 1976;5:2789-91. 

Kappe R, Schulze-Berge A. New cause for false-positive results with the Aspergillus antigen latex agglutination test. J Clin Microbiol. 
1993;31:2489-90. 

Kaufman L, Peralta JM. Evaluation of a Western blot test in an outbreak of acute pulmonary histoplasmosis. Clin Diagn Lab Immunol. 
1999;6:20-3. 

Kostiala AAI, Kostiala I. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for IgM, IgG and IgA class antibodies Candida albicans 
antigens: development and comparison with other methods. Sabouraudia. 1981;19:123-34. 

Lacaz CS, Porto E, Martins JEC, Heins-Vaccari EM, Melo NT. Tratado de Micologia Medica Lacaz. Sao Paulo: Sarvier; 2002. 

Marques da Silva SH, Queiroz Telles F, Colombo AL, Blotta MHSL, Lopes JD, Camargo ZP. Monitoring gp43 antigenemia in 
paracoccidioidomycosis patients during therapy. J Clin Microbiol. 2004;42:2419-24. 

Marques da Silva SH, Colombo AL, Blotta MHSL, Lopes JD, Queiroz Telles F, Camargo ZP. Detection of circulating gp43 antigen in 
serum, cerebrospinal fluid and bronchoalveolar lavage fluid of patients with paracoccidioidomycosis. J Clin Microbiol. 2003;41:3675- 
80. 

Marr KA, Balajee SA, McLaughlin L, Tabouret M, Bentsen C, Walsh TJ. Detection of galactomannan antigenemia by enzyme 
immunoassay for the diagnosis of invasive aspergillosis: variables that affect performance. J Infect Dis. 2004;190:641-9. 

Mendes-Giannini MJS, Bueno JP, Shikanai-Yasuda MA, Stolf AMS, Masuda A, Amato-Neto V, et al. Antibody response to the 43 kDa 
glycoprotein of Paracoccidioides brasiliensis as a marker for the evaluation of patients under treatment. J Trop Med Hyg. 
1990;43:200-6. 

Mennink-Kersten MA, Donnelly JP, Verweij PE. Detection of circulating galactomannan for the diagnosis and management of invasive 
aspergillosis. Lancet Infect Dis. 2004;4:349-57. 

Moses A. Fixafao de complemento na blastomicose. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1916;8(2):68-70. 

Palmer DF, Kaufman L, Kaplan W Caballero J. The complement fixation test. In: Balows A. Serodiagnosis of mycotic diseases. 
Springfield: Charles C Thomas; 1977. p. 155-78. 

Pizzini CV, Zancope-Oliveira RM, Reiss E, Hajjeh R, Torres M, Diaz H, et al. Evaluation of enzyme linked immunosorbent-assay and 
Western blot for diagnosis of histoplasmosis. Rev Invest Clin. 1993;45:155-60. 

Reiss E, Cherniak R, Eby R, Kaufman L. Enzyme immunoassay detection of IgM to galactoxylomannan of Cryptococcus neofonnans. 
Diagn Immunol. 1984;2:109-15. 

Romero H, Guedez E, Magaldi S. Evaluation of immunoprecipitation techniques in chromoblastomycosis. J Mycol Med. 1996;6:83-7. 

Scott EN, Felton FG, Muchmore HG. Development of an enzyme-linked immunoassay for cryptococcal antibody. Mycopathologia. 
1980;70:55-9. 

Sepulpeva R, Longottom JL, Pepys J. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for IgG and IgE antibodies to protein and 
polysaccharide antigens of Aspergillus fumigatus. Clin Allergy. 1979;9:359-71. 

Sidrim JJC, Moreira JLB. Fundamentos clfnicos e laboratoriais da micologia medica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 1999. 

Swanink CM, Meis JF, Rijs AJ, Donnelly JP, Verweij PE. Specificity of a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay for detecting 
Aspergillus galactomannan. J Clin Microbiol. 1997;35:257-60. 

Taborda CP, Camargo ZP. Diagnosis of paracoccidioidomycosis by dot immunobinding assay for antibody detection using the purified 
and specific antigen gp43. J Clin Microbiol. 1993;32:554-6. 

Taborda CP, Camargo ZP. Diagnosis of paracoccidioidomycosis by passive haemagglutination assay of antibody using a purified and 
specific antigen-gp43. J Med Vet Mycol. 1993;31:155-60. 

Taborda CP, Casadevall A. Immunoglobulin M efficacy against Cryptococcus neoformans: mechanism, dose dependence, and prozone¬ 
like effects in passive protection experiments. J Immunol. 2001;166:2100-107. 

Vidal MS, Castro LG, Cavalcante SC, Lacaz CS. Highly specific and sensitive, immunoblot-detected 54 kDa antigen from Fonsecaea 
pedrosoi. Med Mycol. 2004;42:511-5. 

Villalba E. Detection of antibodies in the sera of patients with chromoblastomycosis by counter immunoelectrophoresis. I. Preliminary 
results. J Med Vet Mycol. 1988;26:73-4. 

Zancope-Oliveira RM, Bragg SL, Reiss E, Wanke B, Peralta JM. Effects of histoplasmin M antigen chemical and enzymatic 
deglycosylation on cross-reactivity in the enzyme-linked immunoelectrotransfer blot method. Clin Diagn Lab Immunol. 1994;1:390-3. 



Capitulo 19 

Infeqoes Virais que Acometem o Ser Humano 


Kioko Takei, Joilson O. Martins e Regina Ayr Florio da Cunha 


Introducao 

Todos os virus sao parasitas intracelulares obrigatorios e dependem do metabolismo da celula hospedeira para a sua replicagao. 
De acordo com o seu conteudo genetico, sao classificados em DNA ou RNA virus. O acido nucleico e envolto por um 
nucleocapsidio, composto de subunidades de protemas identicas (capsomeros) arranjados geometricamente, formando estruturas 
helicoidais, icosaedricas ou de simetria complexa. Alguns virus sao envoltos, extemamente, por envelope de camada bilipidica 
onde se inserem protemas e glicoprotefnas virais. As particulas virais que infectam o ser humano apresentam dimensoes 
variando entre 25 e 30 nm e 225 e 300 nm. 

Muitas das cerca de 400 especies de virus que infectam o ser humano nao estao associadas a qualquer doenga, mas alguns 
sao causadores frequentes de infecgoes agudas, cronicas e latentes. Os virus podem resultar em doengas agudas como o 
sarampo, infecgoes cronicas benignas como o citomegalovirus (CMV) e cronicas cuja evolugao pode culminar em morte, como 
a infecgao pelo virus da imunodeficiencia humana (HIV). 

Doengas clinicamente semelhantes, como as infecgoes virais das vias respiratorias superiores, podem ser causadas por 
muitos virus, enquanto um unico virus como o Epstein-Barr (EBV) pode causar diferentes doengas, como a mononucleose 
infecciosa (MI), o linfoma de Burkitt e o carcinoma de nasofaringe. O mesmo virus, como o CMV, pode causar, na maioria dos 
individuos normais, infecgoes assintomaticas e, paradoxalmente, ser altamente virulento em individuos imunocomprometidos. 
Alguns exemplos de doengas virais e suas principals caracteristicas virologicas e clinicas podem ser vistos na Tabela 19.1. 

Mecanismos de infecgao viral 

Os virus possuem informagoes geneticas em seu DNA ou RNA, porem, nao possuem maquinaria biossintetica para o 
processamento da informagao. Apresentam tropismo para certos tipos celulares, ou seja, necessitam infectar uma celula 
hospedeira que permita sintetizar as suas protemas. Para tanto, ligam-se as moleculas de membrana da celula hospedeira, as 
quais atuam como receptores especificos. 

Um tipico ciclo de vida de um virus pode ser assim descrito: apos a fusao da membrana viral com a celula, ocorre a 
penetragao do virion (particula viral completa, infectante) ou de uma parte contendo o genoma e as enzimas essenciais. Esses 
materials sao transportados para o citoplasma, onde ocorre liberagao do seu acido nucleico. 

A biossintese do acido nucleico e das protemas virais ocorre no nuclco ou no citoplasma da celula hospedeira com a 
participagao de enzimas diferentes, dependendo do grupo viral ou do tipo do acido nucleico viral. Apos a montagem das novas 
particulas virais a partir das protemas recem-sintetizadas, segue-se a liberagao dessa nova geragao de particulas. Posteriormente 
a organizagao do envelope viral, os novos virions podem ser liberados por brotamento ou, no caso de virus sem envelope, por 
citolise, estando, assim, prontos para infectar novas celulas ou tecidos adjacentes. 

Infecgao litica ocorre quando ha citolise da celula hospedeira infectada. Infecgao persistente ocorre quando a liberagao das 
particulas virais se faz lentamente, mantendo-se a celula hospedeira Integra. Certos virus permanecem latentes no hospedeira, 
apos a infecgao aguda resolvida, sem replicagao ativa, podendo manter-se nao infecciosos ate que sejam ativados por algum 
estimulo, resultando na produgao de novas particulas virais infecciosas. 





Consequencias da infecgao viral nas celulas do hospedeiro 


Uma vez dentro das celulas, os virus podem causar lesoes teciduais ou doencas por um ou mais mecanismos: 

• A rcplicacao viral interfere na sintese e nas funcoes das proteinas do hospedeiro e pode causar uma serie de alteragoes 
morfologicas - efeito citopdtico -, que podem culminar com a lise celular. Esse efeito pode ser um importante sinal na 
identificagao do virus nos testes de cultura de virus 

• A liberacao de novos virions pode levar a lise da celula infectada - efeito litico 


Tabela 19.1 Agente etiologico, tipo genomico e principals manifestagoes clinicas. 

Agente viral 

Famllia 

Genoma 

Doenga 

Respiratorios 

Adenovirus 

Adenoviridae 

DNA 

Infecgoes do trato respiratorio superior e 
inferior, conjuntivite, diarreia 

Rinovlrus A e B 

Picornaviridae 

RNA 

Infecgoes do trato respiratorio superior 

Virus Coxsackie 

Picornaviridae 

RNA 

Pleurodinia, herpangina, doenga da mao- 
pe-boca 

Coronavlrus 

Coronaviridae 

RNA 

Infecgoes do trato respiratorio superior 

Virus influenza A a C 

Orthomyxoviridae 

RNA 

Influenza. Principal causa de gripe 
pandemica e epidemica 

Virus parainfluenza 1 a 4 

Paramyxoviridae 

RNA 

Infecgoes do trato respiratorio superior e 
inferior, crupe 

RSV 

Paramyxoviridae 

RNA 

Bronquiolite, pneumonia 

Digestivos 

Virus da caxumba 

Paramyxoviridae 

RNA 

Caxumba, pancreatite, orquite 

Rotavirus 

Reoviridae 

RNA 

Diarreia infantil 

Agente Norwalk 

Caliciviridae 

RNA 

Gastrenterite 

HAV 

Picornaviridae 

RNA 

Hepatite A aguda 

HBV 

Hepadnaviridae 

DNA 

Hepatite B aguda e cronica 

HCV 

Flaviviridae 

RNA 

Hepatite C aguda e cronica 

HDV 

Agente subviral 

Delta virus 

RNA 

Hepatite D aguda e cronica (com HBV) 

HEV 

Caliciviridae 

RNA 

Hepatite E aguda 

Sistemicos com erupgoes cutaneas 

Virus do sarampo 

Paramyxoviridae 

RNA 

Sarampo 

Virus da rubeola 

Togaviridae 

RNA 

Rubeola e slndrome da rubeola congenita 

Parvovirus B19 

Parvoviridae 

DNA 

Eritema infeccioso, anemia aplasica, 






anemia hemolitica cronica 

Virus da vacinia 

Poxviridae 

DNA 

Variola 

Virus varicela-zoster 

Herpesviridae 

DNA 

Varicela, herpes-zoster 

Herpes-virus simples 1 

Herpesviridae 

DNA 

Lesao herpetica (labial), gengivoestomatite, 

furunculos, encefalite 

Herpes-virus simples 2 

Herpesviridae 

DNA 

Lesao herpetica genital, encefalite 

Sistemicos com disturbios hematopoieticos 

CMV 

Herpesviridae 

DNA 

Doenga da inclusao citomegalica, CMV 
congenita 

EBV 

Herpesviridae 

DNA 

Mononucleose infecciosa, linfomade 

Burkitt, carcinoma de nasofaringe 

HTLV-I 

Retroviridae 

RNA 

Leucemia/linfoma de celulas T do adulto, 
paraparesia espastica tropical 

HTLV-II 

Retroviridae 

RNA 

Provavel associagao com doenga 
neurologica semelhante a paraparesia 
espastica tropical e ataxia 

HIV-1 e HIV-2 

Retroviridae 

RNA 

AIDS 

Arbovirus e febre hemorragica 

Virus da dengue 1 a 4 

Togaviridae 

RNA 

Dengue, febre hemorragica 

Virus da febre amarela 

Togaviridae 

RNA 

Febre amarela 

Virus Chikungunya 

Togaviridae 

RNA 

Atralgias, artrite, alteragoes 
musculoesqueleticas, poliartralgias 

Virus Zika 

Flaviviridae 

RNA 

Zika 

Crescimentos verrucosos 

HPV 

Papillomaviridae 

DNA 

Condiloma, carcinoma cervical 

Sistema nervoso central 

Virus da poliomielite 

Picornaviridae 

RNA 

Poliomielite 

Virus da raiva 

Rhabdoviridae 

RNA 

Raiva 

JC virus 

Papovaviridae 

DNA 

Leucoencefalopatia multifocal progressiva 

Virus das encefalites 

arbovirais 

Togaviridae 

RNA 

Encefalite oriental, do Oeste e venezuelana 


Adaptada de Samuelson J, 2000 1 e McAdam e Sharpe, 2010. 2 

RSV: virus sincicial respiratorio; HAV: virus da hepatite A; HBV: virus da hepatite B; HCV: virus da hepatite C; 
HDV: virus da hepatite D; HEV: virus da hepatite E; HPV: papilomavirus humano; HTLV: virus linfotropico T 
humano; IFD: tecnica de imunofluorescencia direta; Ac: anticorpo; RT-PCR: reagao em cadeia de polimerase 
apos transcrigao reversa; LCR: liquido cefalorraquidiano. 


• Os virus nao citopaticos podem causar a infecgao latente, com reativagao em condigoes de imunossupressao e estresse 
psicologico do hospedeiro 

• Na replicagao viral, componentes virais nao utilizados na montagem da particula viral podem se acumular sob a forma de 
corpusculos de inclusao, como o corpusculo de Negri, cuja detecgao pode ser de valor diagnostico na infecgao pelo virus da 
raiva 

• Certos virus que possuem envelope podem formar sindcios ou celulas gigantes multinucleadas, pela fusao de muitas celulas 
adjacentes, como no caso da infecgao pelo HIV 

• Em certas condigoes, alguns virus podem alterar geneticamente as celulas infectadas do hospedeiro, induzindo a proliferagao 
descontrolada dessas celulas anormais e levando a transformagao neoplasica, como o papilomavirus (HPV), virus 
linfotropico T humano (HTLV)-I, virus da hepatite B (HBV), EBV e outros 

• Celulas citotoxicas do sistema imune [linfocitos T e celulas natural killer (NK)] podem reconhecer as proteinas virais 
expressas na superficie da celula infectada causando lesao celular por mecanismo imunopatoldgico, como no caso das 
celulas hepaticas infectadas por HBV ou virus da hepatite C (HCV) 

• Os virus danificam as celulas envolvidas na resistenda inata antimicrobiana do hospedeiro, favorecendo infecgoes 
secundarias, como a lesao viral do epitelio respiratorio que permite a instalagao de microrganismos, causando doenga (p. ex., 
pneumonia) 

• Os virus podem induzir, indiretamente, autoimunidade por expor, durante a resposta inflamatoria, antigenos normalmente 
inacessiveis ao sistema imune 

• O mimetismo molecular, decorrente da homologia entre os antigenos proprios do hospedeiro e os do virus, pode levar a quebra 
de toleranda imunologica aos constituintes proprios, desencadeando uma resposta autoimune 

• A infecgao viral das celulas do sistema imune, como linfocitos T CD4+ e macrofagos, leva a sua deplegao com prejuizo das 
fungoes por elas exercidas, como ocorre, por exemplo, na infecgao pelo HIV 

• A coexistencia, no soro, de particulas virais (antigenos) e de anticorpos especificos pode resultar na formagao de 
imunocomplexos nos fluidos corporeos, com consequente deposito nos rins, nos vasos sanguineos ou nas articulagoes, 
ativando resposta inflamatoria que leva ao dano tecidual, muitas vezes com a participagao do sistema complemento. 

Resposta imunologica 

Na fase inicial de uma infecgao viral, antes da resposta adaptativa, os processos de defesa envolvidos na resposta imune inata 

baseiam-se na: 

• Inibigao da replicagao viral por agao de interferonas (IFN) nas celulas infectadas e nas nao infectadas adjacentes, por meio de 
mecanismo antiviral baseado na sintese de enzimas pela celula infectada que interfere na transcrigao do DNA/RNA viral. As 
IFN tambem potencializam a resposta imune humoral adaptativa, aumentando a expressao das moleculas do antigeno 
leucocitario humano (HLA) de classes I e II, ativando os clones de linfocitos T helper 1 (Thl), celulas NK e macrofagos 

• Morte das celulas infectadas mediadas por celulas NK. Celulas NK ativas aparecem dentro de 2 dias de infecgao, antes mesmo 
do desenvolvimento da resposta imune adaptativa. Essas celulas constituem os principals mecanismos de defesa contra os 
virus, pois reconhecem proteinas virais expressas na superficie de celulas infectadas, independentemente da presenga do 
HLA-I, levando-as a lise. Mais tardiamente, durante a resposta imune adaptativa, podem tambem interagir com o IgG ligado 
as celulas infectadas, por meio de seu receptor gama para Fc (FcyR), em um mecanismo conhecido por citotoxicidade celular 
dependente de anticorpo (ADCC) 

• Ativagao de macrofagos teciduais residentes, na fagocitose de particulas virais ou na fagocitose mediada pela opsonizagao por 
proteinas do complemento, que agem como opsoninas inespecificas (p. ex., C3b). A fagocitose e um mecanismo importante 
quando os patogenos se encontram no sangue ou nos fluidos corporeos. No entanto, os virus sendo intracelulares, so sao 
encontrados nos fluidos no inicio da infecgao ou no momento da liberagao de novas particulas virais pelas celulas infectadas. 
Assim, para os virus, a fagocitose nao e o principal mecanismo de defesa do hospedeiro. 

Quando os virus conseguem veneer as defesas inatas, segue-se a resposta imune adaptativa que e mediada pelas 

imunidades celular e humoral. 

■ Defesa celular 

A eliminagao dos virus intracelulares no sitio de replicagao viral e feita, com eficiencia, por linfocitos T citotoxicos (LTc), na 




sua maioria CD8+, que reconhecem os antigenos virais em associagao com as moleculas de HLA da classe I, expressas na 
superficie das celulas infectadas, resultando em morte celular. 

As protemas virais sao processadas no citoplasma da celula hospedeira em proteassomas, gerando peptidios citosolicos que 
sao transportados para o reticulo endoplasmatico e sao associados as moleculas do HLA-I. Quanto mais precoce for a expressao 
desses peptidios, mais rapida sera a apresentagao desses antigenos e o consequente controle da infecgao por mecanismos 
efetores. 

Os linfocitos T helper (LTh) CD4+ exercem importante papel na imunidade antiviral, pois a maioria das respostas 
humorais contra as protemas virais e timo-dependente, necessitando da coopcracao dessa subpopulagao para o switch de classes 
de imunoglobulinas nos linfocitos B (LB) e maturagao da sua afinidade (ver Capitulos 1 e 2). Os LTh CD4+ tambem tem 
importante papel na indugao da citotoxicidade do LTc CD8+ e no recrutamento e ativagao de macrofagos para o local da 
infecgao, por meio da ativagao da subpopulagao Thl produtora de IFN-y e interleucina-2 (IL-2). As celulas Tc ativadas 
diferenciam-se em LTc efetoras, que podem matar qualquer celula nucleada infectada. 

■ Defesa humoral 

A defesa humoral e feita por anticorpos especificos que bloqueiam a ligagao dos virus com os receptores celulares, impedindo 
sua entrada na celula-alvo. Os anticorpos constituem a principal barreira contra a disseminagao viral ao impossibilitar a 
propagagao dos virus para as celulas vizinhas ou para tecidos e, principalmente, para a corrente circulatoria. 

Entretanto, os anticorpos nao conseguem acessar o virus quando a infecgao ja e intracelular e a replicagao viral ja se 
iniciou. Assim, os anticorpos sao capazes de prevenir a instalagao da infecgao viral, mas nao sao capazes de eliminar uma 
infecgao ja estabelecida. 

Os mecanismos de bloqueio da disseminagao de particulas virais livres envolvem a neutralizagao da infectividade, sendo os 
mais importantes: 

• Ligagao dos anticorpos neutralizantes com glicoproteinas do envelope viral, bloqueando a ligagao do virus a celula ou 
impedindo a sua entrada 

• Opsonizagao especifica de particulas virais com anticorpos IgG propiciando o clearance feito pelos fagocitos via FcyR 

• Agao do complemento na opsonizagao especifica mediada por anticorpos, com lise viral pelo dano ao envelope e as celulas 
infectadas, pela ativagao da via classica 

• Protegao das superficies mucosas mediada por anticorpos da classe IgA eficientes na neutralizagao do virus, impedindo a sua 
entrada atraves das vias respiratorias ou intestinais, prevenindo, assim, as reinfecgoes. 

Diagnostico laboratorial 

Entre os inumeros metodos de diagnostico das infecgoes virais, os mais empregados para fins de investigagao sao: 

• Cultura do virus em linhagens celulares suscetiveis 

• Microscopia eletronica e imunomicroscopia eletronica 

• Citologia e histologia: imuno-histoquimica e hibridagao in situ 

• Detecgao do acido nucleico: reagao em cadeia da polimerase (PCR) e outras tecnicas de amplificagao do acido nucleico, 
incluindo-se os testes quantitativos 

• Imunoensaios para detecgao de antigenos e/ou anticorpos: imunofluorescencia (IF), imunoperoxidase ou ensaio 
imunoenzimatico (EIA, enzyme immunoassay), fluoroimunoensaio (FIA), quimiluminescencia (QL) e suas derivagoes como 
eletroquimiluminescencia (EQL), QL amplificada, e outros. 

Como consequencia do extraordinario progresso em terapias antivirais especificas, o diagnostico viral especifico tornou-se 
imprescindivel, o que resultou no acelerado desenvolvimento de novas tecnologias de detecgao tanto virologicas, sorologicas, 
como tambem moleculares. Indiscutivelmente, a epidemia da infecgao pelo HIV/AIDS desde os anos 1980 favoreceu o 
desenvolvimento de metodos diagnosticos para outros agentes virais (ver Capitulo 7). 

A introdugao das tecnicas com conjugados marcados e de tecnologias moleculares para a obtengao de anticorpos 
monoclonais, antigenos recombinantes, bem como peptidios sinteticos, e de novos sistemas de geragao de sinal da reagao, 
resultou na substituigao de testes virologicos convencionais, como a cultura, por imunoensaios. Kits comerciais para a detecgao 
de antigenos e anticorpos em uma grande variedade de infecgoes virais estao disponiveis no mercado, com alto grau de 
automatizagao. 



■ Isolamento viral por cultura 

Em linhagens celulares, apesar das dificuldades tecnicas, e um dos metodos virologicos mais antigos. E util na caracterizagao do 
virus e tambem quando nao ha conhecimento deste, ou ha mais de um virus presente no material. Entretanto, essa tecnica exige 
linhagens celulares especlficas, obrigando o laboratorio a manter muitas linhagens diferentes em cultura. 

A escolha da linhagem celular depende do agente viral que se suspeita encontrar e do material cllnico a ser analisado. A 
urina, por exemplo, da qual se isola principalmente o CMV, deve ser inoculada em fibroblastos. 

O crescimento viral pode ser observado pelo efeito citopatico que o virus produz, ou seja, a alteracao na morfologia 
celular, que pode ser caracterfstica e levar a suspeita do agente em questao. O efeito citopatico na cultura celular pode ser 
observado, dependendo do virus, muito precocemente [p. ex., herpes-virus simples (HSV)] ou apos longos perfodos (p. ex., 
CMV). 

Modificacoes das tecnicas convencionais de cultura tem tornado a detecgao dos virus mais rapida. Os anticorpos 
monoclonais, marcados com fluorescelna ou com peroxidase, permitem detectar os antfgenos virais expressos na superflcie das 
celulas infectadas precocemente no ciclo celular. A visualizagao e feita diretamente por microscopio de IF ou em microscopio 
optico comum, apos a adicao de substrato cromogenico para a revelagao da peroxidase. O emprego desses recursos, aliado a 
centrifugacao para facilitar a infecgao da monocamada celular pelos virus presentes nas amostras, tem sido a base das tecnicas 
virologicas, como a tecnica de shell vial. 

Recentemente, o uso de celulas geneticamente alteradas tem tornado a metodologia extremamente pratica. Nesse sistema, o 
virus ativa um promotor que induz a produgao da (3-galactosidase, cuja presenga pode ser revelada por um substrato que produz 
um precipitado azul sobre a celula infectada. 

A tecnica de cultivo tem sido utilizada, principalmente, para detectar CMV, virus varicela-zoster, adenovirus, virus 
sincicial respiratorio (RSV), influenza, parainfluenza, rinovlrus, enterovirus, virus da rubeola, sarampo e caxumba. Entretanto, 
para todos esses virus, o desenvolvimento de testes rapidos tem propiciado um resultado laboratorial imediato que, em muitos 
casos, ja e suficiente para as decisoes cllnicas, sustentadas tambem por outros dados de natureza cllnica, laboratorial e 
epidemiologica. 

Os erros pre-anallticos na tecnica de pesquisa de virus sao os mais crlticos e requerem uma atengao especial. A coleta 
adequada de material e fundamental para as tecnicas de detecgao viral. Assim, a escolha do material e o momento da coleta 
devem ser considerados de modo a obter altos tltulos de virus ou grande quantidade de celulas infectadas na amostra. No 
exemplo de um virus respiratorio, o lavado ou o aspirado de nasofaringe fornecem maiores taxas de detecgao do que os swabs 
de secregdes. 

As amostras de tecido e os swabs devem ser coletados e mantidos em meios de transporte adequados para a metodologia a 
ser realizada. Laminas com amostras de lesoes ou de swabs de nasofaringe devem ser imediatamente fixadas em acetona. Os 
fluidos corporeos devem ser rapidamente transportados em gelo. No teste de antigenemia para CMV, as amostras de sangue 
devem ser processadas e os leucocitos fixados ate 6 h apos a coleta, para uma correta quantificagao viral. 

■ Detecgao de antfgenos virais em material clinico 

Microscopia e imunomicroscopia eletronicas 

A microscopia eletronica nao e utilizada na rotina diagnostica das infecgoes virais, mas pode ser necessaria quando nao se 
dispoe de outros metodos de detecgao, nos casos de suspeita de virus emergente ou desconhecido, ou quando a detecgao 
depende da identificagao da morfologia viral. 

A imunomicroscopia eletronica combina o metodo morfologico com o imunologico e, assim, permite uma identificagao 
especlfica por meio de anticorpos. Essa tecnica permite a visualizagao dos virus, com elevada sensibilidade, apos sua agregagao 
por anticorpos especlficos marcados com ouro coloidal. Entretanto, e um metodo trabalhoso e utiliza equipamento de elevado 
custo. Portanto, nao e adequado para rotina laboratorial de diagnostico, exceto em casos especiais, nos quais se necessite da 
detecgao e da identificagao virais, imposslveis por metodos mais praticos, ou na suspeita de um virus desconhecido. 

Atualmente, varias infecgoes virais podem ser diagnosticadas por meio de testes rapidos, como a infecgao por virus da 
dengue (DENV), do RSV, influenza etc. Os resultados podem ser obtidos em geral entre 10 e 30 min, na presenga do paciente e 
sem estrutura laboratorial (ver Capltulo 9). 


■ Citologia e histologia 


Celulas infectadas podem apresentar inclusoes citoplasmaticas ou nucleares que representam agregados de virus ou 
macromoleculas virais. A caracterfstica morfologica dessas inclusoes pode auxiliar no diagnostico como, por exemplo, a 
inclusao citomegalica de morfologia tipica na infecgao por CMV. 

Coloracoes como Papanicolaou e Giemsa tambem sao utilizadas em prcparacoes citologicas, entretanto, tem-se preferido 
usar conjugados fluorescentes mais sensfveis. 

Imunofluorescencia direta e imunoperoxidase 

A visualizagao das proteinas virais na superficie das celulas infectadas, por tecnica de imunofluorescencia direta (IFD), depende 
da quantidade dessas celulas-alvo no material clinico. Geralmente, e utilizada para deteccao dos virus varicela-zoster e HSV em 
esfregagos de materials de lesao de pele, RSV no aspirado de nasofaringe e CMV nos leucocitos perifericos. 

O uso de anticorpos monoclonais pode resultar em reagao de fraca intensidade devido ao estreito espectro de 
especificidade. Assim, uma mistura de dois ou mais anticorpos monoclonais pode melhorar a reatividade e a sensibilidade na 
deteccao. 

Os anticorpos monoclonais devem ser bem escolhidos, especificamente para cada metodologia. A mistura de anticorpos 
monoclonais anti-pp65 deve ser empregada em IFD para CMV nos leucocitos, mas, para a tecnica de shell vial, anticorpos 
contra proteinas da fase precoce do CMV sao os mais adequados. 

A tecnica de IFD e, no geral, mais sensivel que a cultura celular e o uso simultaneo de diferentes fluorocromos, como o 
isotiocianato de fluoresceina e a rodamina B, pode permitir a detecgao de mais de um virus em um mesmo material clinico. A 
grande vantagem da IFD e a rapidez (o teste e realizado em horas). Nao exige, tambem, que o virus esteja viavel na amostra, 
facilitando muito seu manuseio e transporte. 

A fluoresceina pode ser substituida por outros marcadores como, por exemplo, a peroxidase, resultando na tecnica de 
imunoperoxidase. A revelagao da peroxidase por um substrato cromogenico resulta em uma coloragao permanente, e, assim, a 
lamina pode ser lida a qualquer momento em um microscopio optico. Dentre as inovacoes ja feitas nessas tecnicas, cita-se o uso 
de citocentrffuga para a concentracao do material e o preparo das laminas de microscopio contendo as amostras. 

Tecnicas de amplificagao do acido nucleico 

As tecnicas moleculares de detecgao do acido nucleico de virus mudaram, definitivamente, a abordagem de diagnostico 
laboratorial pela sua elevada sensibilidade e especificidade, modificando os algoritmos convencionais de diagnostico e 
prognostico (ver Capitulo 3). 

A deteccao do acido nucleico viral e rapida e sensivel, sendo especialmente util nos casos em que as tecnicas sorologicas 
ou de cultura viral nao sao aplicaveis. Metodos imunologicos para deteccao de anticorpos podem falhar em individuos 
imunocomprometidos, em recem-nascidos e durante a janela imunologica. Ja os metodos moleculares podem detectar o virus 
muito precocemente, antes mesmo da detecgao dos anticorpos, indicando uma infecgao ativa. 

Potencialmente, qualquer virus DNA ou RNA pode ser detectado por metodos moleculares, ressaltando-se que, nos RNA 
virus, a transcriptase reversa permite transformar o RNA em DNA complementar (cDNA). 

Fundamentalmente, os testes de detecgao do acido nucleico baseiam-se em tres procedimentos: 

• Nao amplificagao: como a tecnica de hibridagao in situ (p. ex., EBV) e a de captura hibrida (p. ex., HPV) 

• Amplificagao do sinal: como a tecnica de DNA ramificado (b-DNA®, branched- DNA®) (p. ex., HIV e HCV) 

• Amplificagao da sequencia genica-alvo: a mais utilizada, como a PCR e a nested- PCR, PCR apos transcrigao reversa (RT- 
PCR), ensaio baseado na sequencia do acido nucleico (NASBA®), reagao em cadeia da ligase, ensaio de amplificagao 
mediada por transcrigao (TMA®) etc. (p. ex., HIV, HCV e HBV). Tecnicas como a multiplex permitem detecgao simultanea 
de um ou mais agentes, como o teste de amplificagao do acido nucleico (NAT) para HIV, HBV e HCV, sendo por isso 
chamado de triplex. Caso o resultado seja positivo, sera necessaria a realizagao individual do NAT para cada um dos virus 
para determinar o agente responsavel pela positividade. 

Hibridagao do acido nucleico 

Duas metodologias de hibridagao do acido nucleico para o diagnostico clinico tem sido usadas: a hibridagao in situ, que permite 
a localizagao celular, como na detecgao do genoma do EBV em tecido tumoral e do HPV em amostras genitais, e hibridagao por 
dot blot, como no caso da pesquisa de parvovirus B19 no soro circulante. 

Recentemente, sondas {probes ) nao isotopicas com esquema de revelagao do tipo EIA, como a captura hibrida com 


revelagao por QL. tem sido muito aplicadas a detecgao de virus. Operacionalmente, apos a extragao do DNA, as etapas de 
execugao sao semelhantes as usadas nas tecnicas sorologicas, podendo fornecer resultados semiquantitativos. No tubo revestido 
de anticorpos, o hfbrido DNA-RNA e capturado e interage com o conjugado quimiluminescente. A adigao do substrato produz a 
luz detectada por um luminometro. Na curva gerada por amostras-padrao, a concentragao do DNA pode ser calculada. 0 teste e 
mais simples que os outros metodos de biologia molecular e pode fornecer o resultado em cerca de 4 h. 

Tecnica de amplificagao do sinal 

E baseada no uso de bDNA®. O alvo nao e amplificado, mas a hibridagao inicial do acido nucleico com sondas especificas e 
amplificada em sucessivas etapas de ligagao. Essas ligagoes se ramificam e aumentam em numero, de maneira que, na ultima 
etapa de hibridagao, sondas marcadas se ligam em quantidades muito grandes, aumentando o sinal de detecgao. Apresenta 
sensibilidade pouco inferior a da PCR, e mais reprodutivel e pode, em parte, ser realizada em equipamento automatizado. 

Tecnica de amplificagao do alvo 

Apesar da aplicagao virtualmente ilimitada do NAT, produtos comerciais licenciados para fins diagnosticos sao poucos no 
mercado, tanto no Brasil quanto no exterior. 

A realizagao da PCR in house e limitada pela necessidade de infraestrutura fisica, equipamentos, reagentes e tecnicos 
especializados, baixa sensibilidade e reprodutibilidade em varios testes e maior possibilidade de contaminagao. 

A padronizagao da PCR precisa ser melhorada, bem como a escolha de materials clinicos para o teste. A qualidade e o 
desempenho diagnostico desses testes apresentam grandes variagoes em diferentes laboratories e os programas de certificagao 
interlaboratoriais estao apenas comegando a ser disponfveis em alguns pafses. 

Os testes moleculares quantitativos podem ser executados em equipamentos parcial ou totalmente automatizados, 
demonstrando a carga viral, parametro utilizado para decidir e acompanhar o tratamento de diversas infecgoes, como HIV, HCV 
e HBV. Uma queda significativa no nivel de viremia significa uma resposta terapeutica, e a elevagao, o aparecimento de 
mutantes resistentes a essa terapia, nao aderencia ou nao resposta. Fornece, tambem, informagoes importantes sobre o 
prognostico da infecgao e a probabilidade de transmissao congenita/perinatal, como na infecgao pelo HIV, em que se verificam 
maiores taxas de transmissao nas maes com alta carga viral. 

No Brasil, os testes quantitativos para HIV, HCV e HBV vem sendo realizados pelos laboratories da rede publica, 
atendendo, gratuitamente, os pacientes infectados. Um grande avango nas tecnicas de NAT pode ser representado pela PCR em 
tempo real ( real-time PCR), que tornou viavel a utilizagao de tecnicas moleculares na rotina diagnostica, com alto grau de 
automagao. Nessa tecnica, a cada ciclo da PCR ha geragao de sinal fluorescente, reduzindo o tempo normalmente dispensado 
para a detecgao do acido nucleico amplificado, obtendo-se o resultado em tempo real. A ocorrencia de resultados falso-positivos 
e menor, pois toda a operagao se processa em um tubo fechado, nao havendo contaminagao do material clinico com o acido 
nucleico amplificado de materials processados anteriormente, erro tipico nas reagoes da PCR, principalmente na tecnica in 
house. 0 processo e feito em equipamento altamente especializado e automatizado, possibilitando a triagem de muitas amostras 
simultaneamente. 

As tecnicas moleculares, apesar de sua elevada sensibilidade, so se prestam para os materials que apresentam o virus 
naquela amostra. Assim, nas infecgoes em que a viremia e intermitente ou esporadica, a amostra de sangue pode se revelar 
negativa mesmo com infecgao, como no caso da hepatite C cronica, em que se verificam oscilagoes nos niveis sanguineos de 
particulas virais. 

Em portadores cronicos com baixa concentragao viral, escolha e coleta do material clinico, presenga de inibidores das 
enzimas e, sobretudo, escolha de primers representam as principals causas de variagao nos resultados da PCR. 

■ Tecnicas sorologicas 

As tecnicas sorologicas (imunoensaios) de detecgao de anticorpos sao consideradas indiretas, pois seus resultados representam a 
probabilidade de o individuo ter tido contato com o agente etiologico da infecgao, e nao o diagnostico etiologico propriamente 
dito. Mostram-se extremamente praticas, pois sao capazes de identificar as infecgoes na fase aguda, cronica, latente ou 
pregressa, reinfeegoes e reativagoes, a qualquer momento em que o sangue for colhido, mesmo na ausencia da doenga clinica ou 
do agente circulante. 

Muitas das infecgoes virais sao totalmente assintomaticas, como as infecgoes por CMV, hepatites B ou C e, assim, somente 
testes de triagem para o exame pre-natal, doadores de sangue, exames periodicos ou pre-operatorios sao capazes de identificar 
individuos infectados. 


A maioria dos testes sao para detecgao de anticoipos, principalmente os da classe IgM, IgG (de baixa e alta avidez) e, as 
vezes, IgA, mas, dependendo do nfvel de viremia, a deteccao do antfgeno pode ser feita com sucesso, como a do antfgeno s de 
superffcie (HBsAg) e do antfgeno e (HBeAg), ambos do HBV, do antfgeno p24 do virus HIV-1 e do antfgeno c22 do core do 
HCV, todos comercialmente disponfveis. Em amostras fecais, partfculas de rotavirus tambem sao passfveis de detecgao pelo 
metodo imunoenzimatico. 

Enzimaimunoensaio para a detecgao de antigenos virais 

Ao contrario da IFD e da imunoperoxidase, que detectam apenas os antigenos expressos nas celulas infectadas, o ELA detecta 
tambem antigenos livres existentes na amostra, como virus em soro, plasma, lfquido cefalorraquidiano (LCR), lfquido 
amniotico, urina, fezes etc. Os resultados sao mais objetivos que os da IF, pois sao feitos por leitura optica em aparelhos, 
permitindo automagao e a rcalizacao de grande numero de testes. 

O EIA e muito eficiente quando a amostra contem altos nfveis de antigenos virais e, especialmente util na detecgao de virus 
nao cultivaveis ou de diffcil cultivo, como rotavirus, HBV, HCV, HIV e adenovirus enterico. 

As grandes vantagens das tecnicas de detecgao de antfgeno sao a possibilidade de quantificagao, a precocidade da detecgao, 
inclusive durante a janela sorologica, quando os anticorpos ainda nao estao presentes, e sua utilidade no monitoramento da 
terapeutica antiviral. 

Entretanto, no infcio do processo infeccioso, em que os antigenos virais e os anticorpos coexistem no plasma, a formagao 
de imunocomplexos pode nao permitir a detecgao nem do antfgeno nem do anticorpo, podendo fornecer resultados falso- 
negativos. A introdugao de uma etapa previa de dissociagao desses imunocomplexos torna-se necessaria e pode ser feita por 
dissociagao acida e pelo calor. 

Imunoensaios para detecgao de anticorpos 

Apesar da indiscutfvel vantagem das tecnicas imunologicas, o diagnostico baseado na detecgao de anticoipos tem as suas 
limitagdes. 

A resposta imune humoral e lenta e o perfodo entre o momento da infecgao e o infcio da detecgao de anticorpos, a chamada 
janela imunoldgica, representa um perfodo de grande risco de transmissao, principalmente para os bancos de sangue, quando o 
doador com viremia presente fornecera resultados negativos na triagem sorologica. Nessa fase, a viremia e muito alta, ja que o 
virus pode replicar sem interferencia do sistema imune, correspondendo a um perfodo de alta transmissibilidade. 

A alta heterogeneidade genetica de alguns virus torna diffcil a obtengao de um antfgeno comum a todas as cepas. O HCV, 
por exemplo, possui antigenos nao estruturais altamente heterogeneos, na ordem de 30% de variagao entre as cepas. Em regioes 
onde se encontra uma alta prevalencia de genotipos diferentes do genotipo 1, que e o prototipo do HCV na fabricagao de kits 
comerciais, a inclusao de antigenos correspondentes a esses genotipos tem sido feita em alguns testes EIA anti-HCV, resultando 
em melhor desempenho diagnostico. 

A mutagao de certos epftopos considerados comuns a todas as cepas, como o epftopo a do antfgeno de superffcie s do 
HBV, pode resultar em falso-negativos nos testes para a detecgao do HBsAg na vigencia de infecgao ativa, pois os anticorpos 
monoclonais anti-HBs utilizados no teste nao reconhecem o antfgeno mutante. Da mesma forma, indivfduos imunes por 
vacinagao podem se reinfectar com o HBV que apresenta a mutagao no epftopo a. 

Resultados falso-negativos tambem sao observados em indivfduos imunocomprometidos que nao produzem nfveis 
detectaveis de anticorpos. 

Detecgao de anticorpos IgM 

Em geral, os anticorpos IgM tornam-se detectaveis 1 a 2 semanas apos a infecgao, com pico em 3 a 6 semanas, declinando a 
seguir apos 3 a 6 meses. Em algumas doengas virais imunomediadas, as manifestagoes clfnicas ocorrem no momento em que os 
anticorpos passam a ser detectados, como o anti-HBc na hepatite B aguda (ver Capftulo 21), cuja identificagao coincide com o 
aparecimento da sintomatologia. 

Laboratorialmente, a despeito da grande importancia no diagnostico de infecgoes agudas/recentes e congenitas, os testes 
sorologicos para detecgao dos anticorpos IgM apresentam varios problemas: 

• Resultados falso-positivos podem ocorrer com fator reumatoide e com anticorpos naturais e heterofilos 

• Resultados falso-negativos em pacientes imunocomprometidos ou na presenga de excesso de anticorpos IgG especfficos 
(condigao conhecida como “IgM oculto”) 


• Reaches inespecfficas frequentes 

• Diferenga na reatividade entre testes de diferentes procedencias. 

Assim, para triagem sorologica, na qual se exige elevada sensibilidade, ELISA por captura de IgM, conhecido tambem por 
MAC-ELISA, e o mais adequado. Nos testes de dcteccao de IgM por imunofluorescencia indireta (IFI) ou ELISA indireto, e 
necessaria uma etapa previa de tratamento do soro com anticorpo de cameiro anti-IgG humano para a prccipitacao do excesso 
de IgG e a remogao do fator reumatoide. 

O momento da coleta e tambem importante, ja que o perfodo de positividade do IgM pode variar de algumas semanas a 1 
ano, dependendo do metodo e do antigeno utilizados, do agente, do estado imunologico do paciente e de outras infecgoes 
concomitantes. 

Anticorpos IgM podem, ainda, ser detectados em casos de re infeccao ou de reativagao, levando, erroneamente, ao 
diagnostico de infeccao recente. A discriminagao entre essas duas situagoes e muito importante no diagnostico da infeccao 
durante a gravidez, visto que somente a infecgao primaria materna e capaz de causar defeito congenito grave (ver Capitulo 22). 
Nesse caso, o teste de avidez do IgG e capaz de definir a infeccao aguda, pela detecgao de IgG de baixa avidez, e a reativagao 
ou a reinfeccao, pela dcteccao de IgG de alta avidez. 

A comparagao entre resultados de testes anti-IgM de diferentes procedencias encontrados no mercado tem demonstrado 
importantes discrepancias no desempenho diagnostico desses testes. 

Detecgao de anticorpos IgG 

E a base da maioria dos imunoensaios, devido a sua alta especificidade. Na infecgao aguda, essa classe de anticorpos torna-se 
detectavel logo apos a identificacao de anticorpos IgM, em geral 2 a 3 semanas apos a contaminacao. Eleva-se rapidamente, 
alcancando o pico em 1 a 3 meses, apos o qual declina lentamente ate chegar a titulos baixos que se mantem por longo tempo, 
muitas vezes durante a vida toda. 

A avidez dos anticorpos IgG e baixa do inicio da infecgao ate 3 a 5 meses, quando se torna alta, assim se mantendo 
enquanto forem detectaveis os anticorpos. 

IgG e a unica imunoglobulina capaz de atravessar a barreira placentaria. Por isso, testes sorologicos sao positivos no 
sangue do recem-nascido, mesmo que ele nao esteja congenitamente infectado, pois a positividade se deve aos anticorpos 
maternos transferidos passivamente a crianca. Assim, a pesquisa de IgG no recem-nascido resulta em valores muito semelhantes 
aos maternos ou ate levemente superiores devido ao transporte facilitado de anticorpos via placenta, nao sendo, portanto, de 
valor diagnostico para as infecgdes congenitas (ver Capitulo 22). 

Detecgao de anticorpos IgA 

Anticorpos da classe IgA sao menos pesquisados, mas tem um comportamento semelhante aos da classe IgM, sendo, portanto, 
encontrados na fase recente da infeccao. Comparados com os testes para detecgao de IgM, os testes baseados na detecgao de 
IgA sao, em geral, menos sensiveis, manifestando maior variagao individual durante o perfodo em que se apresentam positivos. 

Tipos de imunoensaios 

A detecgao de anticorpos e o meio mais utilizado para a triagem de muitas das infecgdes virais, como: HIV-1 e HIV-2, virus da 
hepatite A (HAV), HBV, HCV, virus da hepatite D (HDV), virus da hepatite E (HEV), HTLV-I/II, EBV, CMV, rubeola, HSV 1 
e 2, sarampo, caxumba, dengue etc. 

Neste capitulo, sera exemplificada apenas a detecgao de infecgdes mais comumente solicitadas em um laboratorio de rotina 
diagnostic a. 

Muitas metodologias sorologicas tem sido descritas, como as reagoes de precipitagao, de aglutinagao, de hemaglutinagao 
(HA), de aglutinagao de particulas de gelatina (PA) ou de latex, de fixagao do complemento (RFC), de IF, de ELISA, de FIA, 
de QL, QL amplificada, EQL e outras. 

O teste de aglutinagao do latex tem a grande vantagem de ser simples, rapido e nao necessitar de equipamento para a sua 
realizagao (ver Capitulo 6). No entanto, a sua sensibilidade e baixa, sendo util apenas para amostras que apresentam grande 
quantidade de virus, como o rotavirus e o adenovirus enterico, nas fezes de criangas com gastrenterite. A especificidade tambem 
e baixa, podendo apresentar aglutinagoes inespecfficas. 

Os imunoensaios com conjugados marcados sao os mais empregados e praticamente substituiram todas as outras 
metodologias de diagnostico. A alta sensibilidade, a capacidade de definir classes de anticorpos, a facilidade na realizagao dos 


testes, a praticidade, a objetividade e a possibilidade de automagao justificam essa preferencia. 


Aspectos gerais e diagnosticos das principals infecgdes virais 

As infecgoes por virus da rubeola, CMV e HSV sao apresentadas no Capitulo 22, e por HIV, HBV e HCV nos Capitulos 20 e 
21 . 


■ Epstein-Barr virus 

O EBV foi primeiramente descoberto em biopsias de linfoma de Biirkitt por Epstein et al. que, em 1964, visualizaram pela 
microscopia eletronica uma particula viral com morfologia tipica de virus do grupo herpes. 

A primeira associagao entre esse virus capaz de causar doengas neoplasicas e a MI foi feita por Henle et al., em 1968, com 
base em dados soroepidemiologicos. 

Assim, esse virus apresenta associagao com neoplasias como o linfoma de Biirkitt, endemico em criangas da Africa, e o 
carcinoma de nasofaringe, que tem maior prevalencia em algumas regides da China, da Africa e do Alasca. Paradoxalmente, o 
EBV causa a MI, uma doenga benigna e autolimitada, muito comum no mundo todo e que acomete, principalmente, 
adolescentes e adultos jovens. 

Entretanto, em populagoes de nivel socioeconomico baixo, a infecgao por EBV ocorre na infancia, quando tende a ser 
assintomatica ou de expressao clinica pouco caracteristica. Ja no adulto, a infecgao primaria manifesta-se clinicamente na forma 
da MI classica em mais de 50% dos casos, dando a falsa impressao de ser uma doenga restrita aos adolescentes e adultos jovens. 
Transmite-se de um individuo para outro principalmente pela saliva; por esse motivo, e chamada de doenga do beijo. 

A infecgao tem inicio na ligagao do virus a proteina CD21 (receptor CR2 do complemento C3 d) na superficie das celulas 
epiteliais e dos LB, onde se multiplicam. A infecgao dos LB resulta, de um lado, em uma infecgao litica com liberagao de novos 
virions que infectam o epitelio da orofaringe e sao excretados pela saliva; por outro lado, o EBV associa-se, de maneira 
permanente, ao genoma da celula hospedeira resultando em infecgao latente. 

O EBV e o unico dentre os herpes-virus que consegue transformar os LB humanos ou o seu precursor em linhagem 
linfoblastoide capaz de crescer continuamente em cultura. As celulas B assim imortalizadas pela agao de proteinas do EBV 
sofrem ativagao e proliferagao policlonais. 

As celulas T citotoxicas CD8+ e as celulas NK sao as mais importantes no controle da proliferagao de celulas B 
policlonais, sendo as primeiras a principal populagao envolvida no aparecimento de linfocitos atipicos no sangue. A ativagao 
das celulas B resulta em disseminagao do virus na circulagao com secregao de anticorpos de varias especificidades, incluindo-se 
os anticorpos heterofilos utilizados no diagnostico da MI pela reagao de Paul-Bunnell-Davidson. 

Aspectos clinicos 

Apos um perfodo de incubagao de 4 a 8 semanas, apresenta-se como uma infecgao aguda com a presenga de anticorpos 
heterofilos. A infecgao e, na maioria das vezes, assintomatica quando acomete criangas de baixa faixa etaria, mas, em adultos, 
manifestam-se na forma de MI classica, com faringite, febre, linfadenopatia cervical, mal-estar e aparecimento de linfocitose 
com linfocitos T atipicos no sangue. Entre as complicagoes mais comuns encontra-se a hepatite com ictericia, com altcragoes 
das enzimas hepaticas e, ainda, alteragao do apetite. Outras complicagoes podem envolver o sistema nervoso 
(meningoencefalite), pulmoes (pneumonite), coragao (pericardite), bago (esplenomegalia), tins, medula ossea e olhos. 

Na maioria dos casos, a MI regride dentro de 4 a 6 semanas, mas, as vezes, a fadiga pode persistir mais tempo. Apos a 
infecgao primaria, o individuo torna-se imune a reinfecgoes. Entretanto, a infecgao latente persiste toda a vida nos LB, nas 
celulas epiteliais da orofaringe e na cervice uterina. Periodicamente, a infecgao pode reativar com produgao de particulas virais 
infectantes na orofaringe, perfodo em que o individuo e assintomatico, mas transmissor da infecgao. 

A MI pode manifestar-se de forma aberrante com pouca ou nenhuma febre e apenas mal-estar, fadiga, linfadenopatia, 
assemelhando-se a leucemia/linfoma. 

Em individuos imunocomprometidos, como receptores de transplantes de orgaos e infectados pelo HIV/AIDS, a 
proliferagao policlonal das celulas B infectadas por EBV pode ser descontrolada levando a doenga linfoproliferativa grave com 
risco de morte. 

Diagnostico clinico diferencial 

Manifestagoes clinicas semelhantes as da MI e causadas por varios agentes exigem diagnostico diferencial, como nos casos de: 



• Faringites com dor de garganta, fadiga e adenopatia decorrentes das infecgoes estreptococicas ou virais 

• Esplenomegalia, hepatomegalia, linfocitose, linfocitos atipicos na infecgao aguda por CMV e toxoplasmose. Essas infecgoes 
sao chamadas de smdrome da mononucleose-/ife 

• Fase aguda da infecgao pelo HIV 

• Rash cutaneo com virus exantematicos, como a rubeola. 

Diagnostico laboratorial 

Detecgao do virus 

O isolamento do EBV pode ser feito inoculando-se amostras de garganta ou de saliva filtrada em linfocitos fracionados de 
sangue de cordao, porem esse metodo nao e utilizado na rotina laboratorial diagnostica, dada a dificuldade de obtcncao das 
celulas e o longo tempo necessario para a obtcncao do resultado (4 semanas). 

A detecgao do DNA do EBV por tecnicas moleculares em material clinico, como a hibridagao do acido nucleico e o NAT, 
e util quando aplicada em materials de individuos imunocomprometidos, nos casos em que a sorologia pode nao fornecer 
resultados adequados e suficientemente sensiveis. Tecnicas de Southern blot, dot-blot, PCR e hibridagao in situ tem sido 
aplicadas a leucocitos, secregoes da orofaringe e materials de biopsia, obtidos de lesoes linfoproliferativas. Entretanto, a 
presenga de genoma do EBV no soro ou no plasma exibe maior correlagao com a doenga, podendo ser os metodos quantitativos 
importantes para o diagnostico e seu monitoramento. 

O EBV possui varias proteinas antigenicas em sua constituigao. O antigeno do capsidio viral (VCA) e o antigeno da 
membrana (MA) sao antigenos estruturais produzidos apos a sintese do DNA viral. Os antigenos precoces (EA) sao produzidos 
durante a fase inicial da replicagao viral e podem ser divididos em EA-componente difuso (EA-D) e EA-componente restrito 
(EA-R), de acordo com a sua distribuigao dentro da celula e diferengas na desnaturagao frente aos processos de fixagao e 
enzimas proteoliticas. O antigeno nuclear do EBV (EBNA) corresponde ao antigeno de fase latente. Esse antigeno e composto 
por, pelo menos, seis proteinas, sendo a EBNA-1 a mais importante. A detecgao de antigenos do EBV em tecidos pode ser feita 
por meio do teste de IFD, principalmente para antigenos de fase replicativa, como o VCA e o EA, e um antigeno da fase latente 
denominado LMP. 

Detecgao de anticorpos 

Os testes sorologicos sao os mais utilizados no diagnostico da infecgao primaria por EBV. 

ANTICORPOS HETEROFILOS 

A pesquisa de anticorpos heterofilos, em geral, e suficiente para o diagnostico da MI classica. 

Os anticorpos heterofilos sao da classe IgM e elevam-se entre 2 e 3 semanas do inicio da doenga, persistindo alguns meses 
apos sua resolugao. 

A detecgao de anticorpos heterofilos baseada na aglutinagao de hemacias de carneiro (reagao de Paul-Bunnell) ou de 
cavalo foi o metodo mais empregado ate a introdugao de imunoensaios com antigenos especificos do virus. 

A triagem e feita, em uma primeira fase, pela reagao de HA entre os anticorpos heterofilos presentes no soro do paciente 
inativado (aquecido a 56°C por 30 min para a inativagao do complemento) diluido, e o antigeno constituido por uma suspensao 
a 2% de hemacias de carneiro. Apos incubagao de 2 h, em temperatura ambiente, havendo HA ate titulo de, no minimo, 56, o 
teste diferencial de Davidsohn devera ser realizado em uma segunda etapa. 

A segunda fase consiste em realizar o mesmo teste, apos absorgao com uma suspensao a 20% de rim de cobaia. Como os 
anticorpos heterofilos da MI nao reagem com esse antigeno, a absorgao sera minima, demonstrada pela pequena redugao de 
titulos (ate 2 diluigoes) entre a primeira e a segunda fase. Por outro lado, a pre-absorgao dos anticorpos heterofilos com 
suspensao de hemacias bovinas reduz significativamente os titulos se os anticorpos decorrerem do EBV. 

Alternativamente a essa tecnica, os testes de aglutinagao rapida em lamina utilizando-se antigenos estabilizados de 
hemacias de cavalo e testes de aglutinagao de latex tambem podem ser utilizados, com resultados em 2 min. 

A detecgao de anticorpos heterofilos apresenta uma sensibilidade de cerca de 80 a 90% em adultos, mas e de apenas 25 a 
50% em populagao de ate 12 anos de idade. 

Cerca de 5 a 10% dos casos de MI nao sao causados por EBV e nao apresentam anticorpos heterofilos. Alguns agentes 
como o CMV, Toxoplasma gondii, HIV, adenovirus e virus da rubeola sao conhecidos como associados a smdrome da 
mononucIcose-//'Arc, porem outros agentes menos comuns podem tambem estar envolvidos. 


Imunoensaios 

Tanto a reagao de IFI quanto EIA permitem a detecgao de anticorpos contra os diferentes componentes antigenicos virais. Os 
testes imunoenzimaticos comerciais apresentam variagao nos resultados entre os diferentes fornecedores, decorrentes de 
pi'cparacoes antigenicas diferentes e/ou antigenos recombinantes e/ou peptidios sinteticos. A detecgao dos anticorpos contra os 
diferentes antigenos da fase litica do EBV permite o diagnostico da infecgao em uma unica amostra. Os principals antigenos 
virais empregados nos testes diagnosticos sao: VC A, EA e EBNA. 

ANTI-VCA IGM 

Detecgao de anticorpos IgM anti-VCA e o metodo mais sensivel, e a sua positividade e suficiente para o diagnostico da infecgao 
aguda por EBV. Esses anticorpos podem ser detectados durante a fase aguda da doenga, ate cerca de 3 meses, podendo em 
alguns casos persistir mais tempo. 

Fator reumatoide no soro do paciente pode produzir resultado falso-positivo para IgM anti-VCA, devendo ser absorvido 
previamente ao ensaio, com proteina G ou gamaglobulina agregada pelo calor. 

A intensa linfoproliferagao que se verifica nessa fase resulta em produgao exacerbada de anticorpos de outras 
especificidades ja existentes na memoria imunologica do paciente. Assim, anticorpos IgM anti-CMV podem ser detectados em 
pacientes na fase aguda da infecgao por EBV, mas o inverso nao e observado, ou seja, anticorpos IgM anti-EBV nao sao 
encontrados na MI -like induzida por CMV. 

ANTI-VCA IGG 

Os anticorpos IgG anti-VCA elevam-se, rapidamente, durante a fase aguda da doenga, comegando a declinar lentamente apos 
semanas e mantendo-se relativamente estavel por toda a vida. 

ANTI-EA 

Anticorpos anti-EA sao detectaveis muito precocemente na fase aguda da doenga, persistindo meses ou anos. Cerca de 80% dos 
pacientes apresentam elevagao transitoria de antiEA-D, declinando a seguir, com negativagao em ate 6 meses. O anti-EA-R 
pode tambem ser detectado logo apos a negativagao do EA-D, podendo persistir cerca de 2 anos. Assim, a sua identificagao e 
rara nas infecgoes agudas. 

ANTI-EBNA 

E detectado tardiamente, elevando-se gradualmente a partir de 6 a 8 semanas, com pico em 6 a 12 meses apos o inicio dos 
sintomas, persistindo toda a vida. Esse anticorpo pode estar ausente ou ser detectado somente em baixos niveis em individuos 
imunocomprometidos. 

O encontro de IgG anti-VCA e anti-EBNA caracteriza um individuo que, no passado, foi infectado por EBV, portanto com 
infecgao latente. Altos titulos IgG anti-VCA e EA-R podem ser observados em pacientes com linfoma de Burkitt, e titulos 
elevados de anticorpos IgG e IgA anti-VCA e EA-D sao detectados nos pacientes com carcinoma de nasofaringe. 

A avidez do IgG anti-VCA pode ser util na distingao entre infecgao primaria recente, infecgao passada e reativagao. Um 
resumo dos achados de anticorpos contra os diversos antigenos do EBV nas diferentes condigoes clinicas e mostrado na Figura 
19.1. 

Outras alteragdes laboratoriais 

Hematologicamente, a sindrome da MI e caracterizada por linfocitose absoluta e relativa, com taxas aumentadas de linfocitos 
atipicos maiores que 10%. Alem disso, enzimas hepaticas elevadas sao observadas em cerca de metade dos pacientes com MI. 

■ Sarampo 

E uma doenga antiga, cuja descrigao feita por um medico arabe remonta ao seculo IX. O virus do sarampo e um virus RNA da 
familia dos paramixovirus, que inclui a caxumba, o RSV e o virus parainfluenza. 

Transmite-se por goticulas respiratorias e e altamente contagioso, com alto grau de morbidade e mortalidade. Replica-se 
dentro das celulas epiteliais e celulas mononucleares (LB. LT, macrofagos) do trato respiratorio superior. Uma viremia 
transitoria dissemina o virus do sarampo para todo o corpo. 

Apesar de o sarampo, praticamente, ter desaparecido em um grande numero de regioes geograficas, ainda ocorrem mais de 


30 milhoes de casos anuais, principalmente na Africa, conforme a Organ izagao Mundial da Saiide. Atualmente, o Brasil possui 
um Plano Nacional de Eliminagao do Sarampo que delineia estrategias e agues de combate a doenga. 

Durante o periodo prodromico, entre 1 semana e 10 dias apos a infecgao inicial, sao observadas manifestagoes cllnicas 
como tosse, coriza, conjuntivite, lesao oral (sinal de Koplik) e febre, a qual persiste 3 a 4 dias, com temperaturas cada vez mais 
altas. 

A maioria das criangas desenvolve imunidade celular que controla a infecgao viral e produz o exantema (rash) do sarampo, 
uma reagao de hipersensibilidade cutanea contra os antigenos virais. O rash aparece cerca de 2 semanas apos a exposigao, 
sendo, inicialmente, mais pronunciado atras das orelhas e no rosto e, em seguida, em todo o corpo. Persiste cerca de 7 a 10 dias, 
seguido de fina descamagao. 

A imunidade decorrente da infecgao natural e duradoura, com os anticorpos IgG antivirus do sarampo presentes, 
provavelmente, por toda a vida. 

Infecgao 

passada 


Incubagao Infecgao recente Infecgao 



Meses Anos 

Figura 19.1 Padroes sorologicos de anticorpos anti-EBV e heterofilos em sindromes associadas ao EBV. VCA: capside viral do EBV; 
EBNA: antigeno nuclear do EBV; EA-D: antigeno precoce difuso; EA-R: antigeno precoce restrito; AH: anticorpos heterofilos. 

A imunidade humoral protege contra a reinfecgao. Entretanto, a imunidade adquirida por vacinagao e menos eficiente que a 
adquirida por infecgao natural, podendo desaparecer no adulto jovem. A reinfecgao entre os individuos vacinados resulta em um 
sarampo atipico, podendo apresentar pneumonite e rash pouco caracteristico. Nesse caso, o teste sorologico e o melhor meio de 
diagnostico. 

Antes da introdugao da vacina antissarampo, as epidemias ocorriam em ciclos de 2 a 5 anos. No Brasil, a primeira dose de 
vacinagao e feita entre 12 e 15 meses de idade, e a segunda dose entre 5 e 6 anos de idade sob a forma de vacina triplice viral, 
em conjunto com as de rubeola e caxumba (ver Capitulo 29), fazendo parte do calendario vacinal da rede publica. 

Diagnostico laboratorial 


Isolamento viral 













Deve ser feito logo no inicio da fase aguda, quando a concentragao viral e maior. As amostras clinicas mais utilizadas sao: 
sangue, soro, urina, secregoes da garganta e da nasofaringe. A detecgao do virus na cultura pode ser feita pela visualizagao do 
seu efeito citopatico ou por IF para detecgao de antigenos virais. 

O RNA do virus do sarampo pode ser extraido da cultura de celulas infectadas ou diretamente do material clinico. Apos 
transcrigao reversa, o RT-PCR pode ser feito para o diagnostico ou ainda para genotipagem, importante para fins 
epidemiologicos. 

Diagnostico sorologico 

O metodo mais empregado para o diagnostico laboratorial e o imunoensaio para anticorpos IgM (EIA-IgM), que podem ser 
encontrados durante o rash ou ate 1 mes apos. Kits comerciais sao encontrados nas versoes de detecgao indireta e de captura de 
IgM. O ELA-IgG e util para definir os individuos imunes, principalmente nos programas de controle do sarampo. O teste de 
avidez do IgG pode ser util para diferenciar a resposta primaria da secundaria. Essas tecnicas tem sido utilizadas nos 
laboratories brasileiros de referenda em saude publica. Outra tecnica disponivel para a detecgao de anticorpos IgG e IgM e a 
IFI. 

Os metodos sorologicos tradicionais, como o teste de neutralizagao em placas, a HA e a inibigao de hemaglutinagao (IHA) 
para dosagem de anticorpos totais, nao tem sido utilizados nos laboratories de diagnostico, sendo substituidos por EIA. Todos 
os testes para diagnostico de sarampo tem sensibilidade e especificidade entre 85 e 98%. 

■ Caxumba 

E uma doenga aguda, sistemica e autolimitada, geralmente assintomatica, caracterizada pela parotidite uni ou bilateral, 
apresentando febre alta e fadiga e, com menor frequencia, inflamagao dos testiculos, pancreas e envolvimento do sistema 
nervoso central. 

O virus e transmitido por goticulas respiratorias, multiplicando-se no epitelio do trato respiratorio superior. Atinge a 
corrente sanguinea propagando-se ate os tecidos linfoides, onde permanece por 7 a 10 dias. Apos esse periodo, atinge por via 
sistemica as glandulas salivares, onde provoca intensa inflamagao, com infiltragao linfocitaria e edema, que caracteriza 
clinicamente a caxumba. 

A vacina e administrada na fomia de triplice viral (rubeola, sarampo e caxumba - MMR), em criangas de 12 a 15 meses de 
idade, com reforgo entre os 5 e os 6 anos de idade, simultaneamente com outra vacina triplice viral, a DTP (difteria, tetano e 
coqueluche), e a Sabin contra a poliomielite (ver Capitulo 29). A vacina e constituida por virus vivo e atenuado e faz parte do 
calendario vacinal da rede publica. 

A detecgao do virus da caxumba pode ser feita pela sua cultura ou com RT-PCR, em materials como os aspirados de 
nasofaringe, swabs de garganta, saliva, LCR e urina. Para os testes sorologicos, amostras de sangue na fase aguda e na 
convalescenga (14 dias depois) devem ser coletadas para observagao da soroconversao; contudo, a detecgao do IgM antivirus da 
caxumba pode ser feita, tambem, em uma unica amostra obtida na fase aguda. Na saliva, esses anticorpos sao passiveis de 
detecgao entre 1 e 5 semanas desde o inicio da doenga. A detecgao de anticorpos IgM em LCR tambem e util no diagnostico da 
meningite por virus da caxumba. Os EIA por tecnica de captura do IgM sao altamente sensiveis e especificos, sendo os metodos 
mais utilizados no diagnostico sorologico da caxumba. Os anticorpos IgG separam os individuos imunes dos nao imunes, pois 
essa classe de imunoglobulinas permanece presente toda a vida, apos a fase aguda. 

■ Parvovirus B19 

E um DNA virus que, em geral, causa infeegao assintomatica ou eritema infeccioso em imunocompetentes. Trata-se de uma 
infeegao comum no mundo, com prevalencia de anticorpos maior que 50% ja aos 15 anos de idade. Em individuos 
imunocomprometidos, a doenga assume uma gravidade maior. 

A transmissao provavelmente se da por via respiratoria, pois, durante a viremia, o virus esta presente na secregao da 
nasofaringe. Alem desta, outras vias de transmissao sao a transplacentaria e, raramente, por transfusoes de sangue e seus 
derivados. A infeegao, assintomatica ou sintomatica durante a gestagao, na maioria das vezes nao afeta o feto, mas, quando 
ocorre, representa-lhe grave risco, com taxas de transmissao de 25 a 33%, podendo resultar em perda fetal em 1,6 a 9% dos 
infectados, devido a capacidade do virus em replicar-se nas celulas precursoras eritroides e nos tecidos fetais, causando anemia 
grave e insuficiencia cardiaca congestiva. A infeegao por parvovirus e a causa de 10 a 15% de todos os casos de hydrops fetalis 
nao imunes. Entretanto, em geral nao ocorrem sequelas se o feto sobreviver. 

Em adultos, dependendo do estado imunologico e hematologico do paciente infectado, assume gravidade incomum. Em 


pacientes com doenga hemolitica, a infecgao com parvovirus B19 pode levar a crise aplasica transitoria, com inicio subito de 
anemia grave e com ausencia de reticulocitos, representando risco para a vida. 

Apos a infecgao primaria, a eliminagao viral e rapida e o individuo torna-se imune, livre de reinfecgao, exceto em 
individuos imunocomprometidos nos quais o virus pode causar uma infecgao aguda e/ou persistente, apresentando anemia grave 
pela deficiencia na medula ossea com aplasia de precursores da serie eritrocitica. 

Manifestagoes clmicas 

Apesar de a infecgao ser assintomatica em 50% dos adultos e das criangas, o eritema infeccioso e a manifestagao mais comum 
da infecgao por parvovirus B19. Um perfodo prodromico inespecifico e seguido de rash malar avermelhado durante 2 a 5 dias e 
de exantema eritematoso maculopapular no tronco e nos membros. No entanto, as manifestagoes dermatologicas podem variar e 
o rash ser transitorio ou recorrente, por semanas. 

Outras manifestagoes podem ocorrer, como a sindrome da poliartropatia, que acomete principalmente mulheres jovens, 
rara em criangas, assemelhando-se a artrite reumatoide, na sua fase aguda. O diagnostico diferencial deve ser feito com a 
escarlatina, a artrite reumatoide e a rubeola. 

Diagnostico laboratorial 

Os metodos virologicos pouco contribuem para o diagnostico da infecgao por parvovirus B19, pois a viremia e transitoria (ate 7 
dias), ocorrendo antes dos sintomas clinicos do paciente, e o virus e dificil de ser cultivado in vitro. 

A PCR pode ser positiva por um perfodo de 2 a 6 meses apos a infecgao aguda por parvovirus B19 e constitui no linico 
metodo de diagnostico em individuos que nao apresentam uma resposta sorologica adequada para a detecgao. O DNA pode ser 
detectado no soro por hibridizagao por dot-blot, in situ e nested- PCR. 

No feto, a viremia ocorre 3 a 12 semanas apos a infecgao aguda matema. O diagnostico fetal pode ser feito no sangue do 
cordao umbilical e no liquido amniotico por metodos de hibridagao in situ e, de preferencia, por PCR. 

Detecgao de anticorpos 

A dificuldade dos testes de detecgao de anticorpos e a obtengao do antigeno viral, pois o virus nao e propagado in vitro em 
quantidades suficientes para o uso nos testes de diagnostico. Entretanto, as proteinas estruturais VP1 e VP2 e a nao estrutural 
NS1 recombinadas sao as mais empregadas como antigenos nos imunoensaios de procedencia comercial. Vale ressaltar que EIA 
que utilizam antigenos estruturais nao desnaturados (com estrutura conformacional preservada) tem apresentado melhores 
resultados quanto a sensibilidade e a especificidade. 

Na infecgao aguda, o teste EIA por captura do IgM antiparvovirus B19 e o melhor metodo para o diagnostico sorologico, 
detectando mais de 90% dos casos. Positiva-se entre a 2- e a 3 2 semana apos a infecgao e persiste 2 a 6 meses ou mais. Os testes 
EIA anti-IgM disponiveis no mercado apresentam uma sensibilidade entre 90 e 97% e especificidade entre 88 e 96%. Reagoes 
cruzadas foram observadas com amostras de pacientes com rubeola, CMV, HSV, EBV, fator reumatoide, hepatites A e B. 
Contudo, a detecgao de anticorpos IgM mostra-se pouco sensivel no diagnostico da infecgao congenita e o diagnostico fetal 
deve ser feito complementando-se os achados sorologicos com os metodos moleculares. 

Anticorpos IgG sao detectaveis logo apos a positivagao do IgM e permanecem, em geral, por toda a vida. O teste de avidez 
do IgG pode tambem ser util para distinguir uma infecgao recente de uma pregressa. Apesar de os anticorpos IgG serem 
protetores, mesmo na presenga de baixos niveis desses anticorpos, raros casos de reinfecgao sao encontrados. Outros testes 
sorologicos, como o Western blot e a IF, podem, tambem, complementar o diagnostico sorologico. 

■ Dengue 

Causada por arbovirus, a dengue e uma das arboviroses mais importantes, senao a mais importante. Estima-se que ocorram 
aproximadamente 98 milhoes de infecgoes por DENV nas regioes tropicais e subtropicais. Os arbovirus compreendem um 
grupo heterogeneo de virus que tem em comum a transmissao por vetores ( arthropode-borne viroses). 

O principal vetor e a especie mais prevalente do mosquito no Brasil e o Aedes aegypti, responsavel, portanto, pela 
transmissao no territorio nacional. O DENV e um RNA virus de fita simples e pertence a familia Flaviviridae, podendo ser 
classificado em 4 sorotipos: 1, 2, 3 e 4. Esses 4 sorotipos causam arboviroses em humanos. 

Os sorotipos prevalentes nas Americas sao 1, 2 e 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-4); no Brasil predominam os sorotipos 1 e 
2 (DENV-1 e DENV-2). Somente no ano 2000 o sorotipo 3 foi descrito no Rio de Janeiro, tendo sido detectado em 2002 em 
todo o territorio nacional. 


Sinais e sintomas clmicos 

Clinicamente, a infecgao apresenta-se como infeegao inaparente, dengue classica (DC), febre hemorragica, dengue hemorragica 
(FHD) e smdrome do choque da dengue (SCD), que pode evoluir para a morte. 

A DC, relativamente benigna, inicia-se com febre alta (39 a 40°C), com infcio abrupto, acompanhada de cefaleia, 
prostracao, mialgia, artralgia, dor retrorbital, cm pedes maculopapulares acompanhadas ou nao de prurido. Alguns outros 
sintomas como anorexia, nauseas, vomitos e diarreia tambem podem ser observados. 

No final do perfodo febril. podem surgir manifestaedes hemorragicas, como petequias, sangramentos nasais (epistaxe), 
gengivorragia, alem de sangramentos imegulares e aefelieos do utero (metroiTagia), entre outros. Casos raros de hematemese, 
melena e hematuria podem ser observados. 

De acordo com o Centro de Vigilancia Epidemiologica da Secretaria de Estado da Saude de Sao Paulo, tanto a FHD como 
a SCD apresentam sintomas semelhantes aos da DC no inicio do quadro clinico, evoluindo para hemorragias, dores abdominais 
intensas, palidez cutanea, pele pegajosa e fria, sonolencia, dificuldade respiratoria, pulso acelerado e fraco, podendo levar o 
paciente ao choque e a morte. A fisiopatologia envolvida nesses casos tem como base uma resposta imune anomala envolvendo 
leucocitos, mediadores quimicos, como as citocinas, e imunocomplexos, causando aumento na permeabilidade, decorrente de 
ma funcao vascular endotelial, sem, contudo, haver destruigao do endotelio, com extravasamento de liquidos para o intersticio, 
levando a queda da pressao arterial e manifestacoes hemorragicas associadas a trombocitopenia. Como consequencias a essas 
manifestacoes surgem hcmoconcentracao com reducao de volemia, ma perfusao tecidual, hipoxia e acidose lactica. 

Nas infeegoes por DENV, a rei nfecgao pode ocorrer no caso de o indivfduo ser infectado por um sorotipo diferente daquele 
da primeira infeegao. Considerando que a imunidade e sorotipo-especffica, um mesmo indivfduo podera se infectar 4 vezes. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico definitivo de dengue pode ser feito por: 

• Isolamento do virus: deve ser feito seguindo orientagao da vigilancia epidemiologica com o objetivo de monitorar os sorotipos 
circulantes. O perfodo de viremia e de 6 dias e a amostra de sangue deve ser coletada ate o quinto dia apos o infcio dos 
sintomas 

• Detecgao do antfgeno viral: 

° Tecnica de imuno-histoqufmica de tecidos 

° Teste para detecgao de NS1 ELISA: a protefna nao estrutural 1 (NS1) do genoma DENV tem demonstrado ser 
instrumento util no diagnostico das infeegoes agudas. O antfgeno dengue NS1 tem sido detectado no soro de pacientes 
infectados por DENV logo no primeiro dia apos o aparecimento dos sintomas ate 9 ou 10 dias, quando declinam apos 
o aparecimento dos anticorpos especfficos. O teste para NS1 e bastante sensfvel e especffico e pode ser util no 
diagnostico diferencial entre as flaviviroses. O antfgeno NS1 do DENV por teste rapido, como o 
imunocromatografico, e muito util na obtengao de resultados em menos de 30 min 
° Detecgao de RNA no soro ou tecidos de pacientes: utiliza-se a RT-PCR, a qual e sorotipo-especffica e mais sensfvel que 
a tecnica de hibridagao 

° Detecgao de anticorpos: e a mais empregada para fins de diagnostico e pode ser feita por varios metodos, entre eles, 
ELISA por captura de IgM (MAC ELISA), ELISA IgG e teste de redugao de neutralizagao de placa (PRNT) e 
microneutralizagao. 

MAC ELISA 

ELISA por captura de IgM e o mais comumente empregado no diagnostico laboratorial e comercialmente encontrado nos kits 
diagnosticos. O teste se baseia na captura de anticorpos IgM contra DENV, que se positiva a partir do 5 2 ou 6 2 dia apos o infcio 
dos sintomas, permanecendo detectavel mesmo depois da infeegao primaria. Uma das limitagoes do teste e a reatividade 
cruzada entre outras flaviviroses, o que deve ser considerado em areas onde multiplos flavivfrus circulam simultaneamente. A 
detecgao de IgM nao e util na determinagao do sorotipo devido a reatividade cruzada entre esses, mas e importante pela 
precocidade no diagnostico, capacidade de detecgao de anticorpos especfficos contra qualquer um dos quatro sorotipos 
conhecidos e pela facilidade na realizagao do teste em grande numero de amostras. 


ELISA IgG 


E utilizado para detectar infeccao de dengue apos a fase inicial aguda, cerca de 9 a 14 dias apos o inlcio dos sintomas. De modo 
geral, o teste ELISA IgG falha na especificidade dentro dos sorogrupos complexos de flavivlrus. 

Dengue primaria versus dengue secundaria pode ser determinada usando-se um simples algoritmo em que amostras com 
IgG negativa na fase aguda e IgG positiva na fase de convalescenga indicam infecgoes primarias de dengue. Amostras com IgG 
positiva na fase aguda e com tltulos de IgG 4 vezes mais elevados na fase de convalescenga (com no mlnimo 7 dias de intervalo 
entre as 2 amostras) significam infeccao secundaria de dengue (Figura 19.2). 

Teste de redugao de neutralizagao de placa e microneutralizagao 

Pode ser usado quando o diagnostico sorologico especlfico e necessario, pois esse teste e o instrumento sorologico mais 
especlfico para determinagao de anticorpos (DENV). O teste e usado para determinar o sorotipo infectante nos soros de 
convalescentes. O ensaio determina o titulo de anticorpos neutralizantes no soro do indivlduo infectado e o nlvel de anticorpos 
“protetores”. E um teste biologico e baseia-se no princlpio da intcracao do virus com o anticorpo, resultando na inativagao do 
virus, tornando-o incapaz de infectar e replicar em cultura de celulas. O teste com microplacas e baseado no mesmo princlpio, 
contudo, ao se utilizar microplacas, a leitura final e colorimetrica, determinando a diluigao do ponto-final. Utilizam-se menos 
reagentes e pode ser empregado para testar varias amostras simultaneamente. 


Tratamento 

Nao havendo tratamento especlfico para dengue, sao adotadas medidas terapeuticas para minimizar os sintomas da doenga. 


■ Chikungunya 

A globalizagao e as alteragoes climaticas tem propiciado a dispersao de vetores e suas doengas. No Brasil, tem-se observado um 
rapido processo de disseminagao, quase endemico, de dois novos arbovirus: o virus Chikungunya (CHIKV), muito conhecido 
na Africa e na Asia, onde causou grandes epidemias em 2004, e aqui foi introduzido em 2014, e o virus Zika (ZIKV), 
possivelmente tambem introduzido no mesmo perlodo. 


Infecgao primaria - DENV 



Infecgao secundaria - DENV 



B Dias apos o infcio da febre 


Figura 19.2 A e B. Curva sorologica da infecgao primaria e secundaria causada pelo DENV. 

O CHIKV e um arbovirus reemergente, constituindo-se em um problema de saude publica principalmente em regioes 
tropicais e subtropicais. A infecgao e frequentemente caracterizada por surtos agudos de febre, crupgoes na pele e artralgias, 
sendo frequentemente acompanhada por dor de cabega, enfraquecimento das juntas e conjuntivite. A infecgao por CHIKV esta 
tambem associada com poliartralgias recorrentes e altas taxas de infecgoes sintomaticas. 

Os arbovirus pertencem a tres famllias principals, Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae, e sao transmitidos 
notadamente por artropodes hematofagos (mosquitos, pernilongos e carrapatos). O CHIKV e transmitido entre humanos pelos 
vetores antropofllicos, mosquitos do genero Aedes: Aedes aegypti e Aedes albopictus. 

O mosquito, ao picar um indivlduo infectado pelo virus durante a fase da viremia, de 4 a 7 dias apos o aparecimento de 
sintomas, adquire a infecgao. Na sequencia, o virus se replica no mosquito por cerca de 10 dias (fase extrlnseca), passando a ser 
capaz de transmitir a infecgao para uma nova pessoa. 

O CHIKV pertence a famllia Togaviridae (genero Alphavirus ) e foi isolado pela primeira vez em 1952 na Tanzania. A 







terminologia chikungunya significa “o homem que anda curvado”. 

Em termos de estrutura, o CHIKV e constitufdo genomicamente por um RNA de fita simples, que lhe confere uma 
plasticidade genetica possibilitando multiplas ad apt agues. 

Estudos geneticos tem revelado que o virus pode apresentar tres diferentes genotipos: WA (West African), ECSA 
(East/Central/South African) e Asian. A analise filogenetica da historia das cepas sugere que o CHIKV se originou na Africa e 
tem se disseminado para a Asia em intervalos de aproximadamente de 50 anos. 

Aspectos clmicos 

A patologia causada pelo virus caracteriza-se como doenca bifasica (doenga aguda seguida por sintomas persistentes). Para 
tanto, e muito importante o diagnostico e o acompanhamento dos pacientes em tres estagios sucessivos: agudo, pos-agudo e 
cronico. 

A viremia induz a uma resposta imune aguda nos pacientes infectados, o que determina o inicio dos sintomas clmicos 
inflamatorios locais e gerais, incluindo articulacoes e tendoes. Os sintomas iniciais do processo inflamatorio desaparecem 
espontaneamente dentro de 2 a 4 semanas, podendo a inflam agao das articulacoes persistir meses, ate anos, sem viremia, quando 
evolui para reumatismo inflamatorio cronico. 

A taxa de mortalidade e comparavel a da influenza sazonal (aproximadamente 0,01 a 0,1%) e esta principalmente 
relacionada com pacientes idosos (acima de 75 anos) e/ou com casos de comorbidade. 

Estagios clmicos 

Clinicamente, a infeccao por CHIKV pode ser classificada em: 

• Estagio agudo: dias 1 a 21 (D1 a D21) 

• Estagio pos-agudo (D21 ao fim do 3 2 mes) 

• Estagio cronico (apos 3 meses). 

Os estagios pos-agudo e cronico nao sao observados em todos os pacientes, e a imunidade adquirida parece permanente. 

estAgio agudo 

SINTOMAS CUN ICO S 

A infeccao por CHIKV pode ser assintomatica em 5 a 25% dos casos. Apos um periodo de incubagao de 4 a 7 dias, os 
individuos que desenvolvem sintomas apresentam febre elevada que aparece acompanhada de artralgia (dores articulares) em 
geral intensa, afetando principalmente pequenas articulagoes das extremidades (punho, falanges, tornozelo), bem como mialgias 
(dores musculares), dores de cabega e cm pedes maculopapulares, algumas vezes com prurido, alem de edema da face e 
extremidades e poliadenopatias (aumento dos ganglios linfaticos). Em criangas, podem ser observados sangramentos 
“benignos”, como das gengivas, sendo raro nos adultos. Fraqueza e anorexia sao comuns, apos a regressao dos sintomas agudos. 

DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Os testes laboratoriais para o diagnostico dependem da fase da infecgao em que o paciente se encontra no momento da coleta. 
Em geral, o diagnostico inicia-se com testes laboratoriais gerais, como os bioquimicos e hematologicos. Os testes especificos 
para o CHIKV sao realizados por identificagao direta do virus ou do seu acido nucleico ou da pesquisa de anticorpos. 

O isolamento viral e complexo, demorado e requer laboratorio especializado, sendo, portanto, realizado em laboratories 
especializados de saude publica ou de pesquisa. Tecnicas moleculares para a pesquisa do RNA viral como a RT-PCR sao 
bastante sensiveis, praticas e permitem detectar a infecgao muito precocemente, entre 1 e 5 dias, as vezes ate 8 dias apos o inicio 
dos sintomas (ver Capitulo 3). 

O teste sorologico mais utilizado e o ELISA, para pesquisa de anticorpos anti-CHIKV IgM, que sao detectaveis a partir do 
5- dia e IgG, a partir do 6- dia, com pico no 15 2 dia apos aparecimento dos sintomas, persistindo toda a vida (Figura 19.3). 
Amostras pareadas, uma colhida na fase aguda e a outra 15 dias depois, podem demonstrar infecgao se os titulos da segunda 
amostra forem 4 vezes maiores que os da primeira. Os testes rapidos do tipo imunocromatograficos sao praticos e rapidos e nao 
requerem estrutura laboratorial para a sua realizagao. Em alguns casos atipicos da CHIKV, sao necessarios testes diferenciais, 
sendo o mais importante a dengue, cuja possibilidade de coinfecgao nao deve ser excluida, o que inclusive pode aumentar o 
numero de obitos. 



RT-PCR, cultura 



Sorologia 


Figura 19.3 Cinetica do virus CHIK e dos anticorpos IgM e IgG ao longo da infecgao. 

TRATAMENTO 

Nao ha nenhum tratamento efetivo nesta fase, devendo ele ser adaptado ao contexto e estado clfnico do paciente. Inicialmente, a 
febre e a dor devem ser controladas, alem da reidratagao e outros procedimentos que se mostrarem necessarios. Nos casos 
graves, o paciente devera ser encaminhado a unidade de terapia intensiva hospitalar. 

estAgio pos-agudo 

Caracteriza-se principalmente pela dor persistente nas articulagSes, sobretudo em mais da metade dos pacientes acima de 40 
anos de idade e do sexo feminino. Outros parametros associados com a persistencia dos sintomas articulares sao principalmente: 
gravidade do estado agudo (febre, artrite em mais do que seis articulacoes, depressao, alto nfvel de viremia e comorbidade 
musculoesqueletica. Esses sintomas tendem a ser contfnuos com surtos de agravamento intercalados com perfodos 
assintomaticos. 

SINTOMAS CUNICOS 

O estagio pos-agudo, portanto, apresenta varias alteracoes clmicas polimorficas e associadas, predominando a persistencia da 
resposta inflamatoria inicial, incluindo artralgia inflamatoria, artrite, tenossinovite e bursite, que podem regredir lentamente. 
Esse estagio tambem pode incluir grave astenia e desordens neuropsicologicas, especialmente com a persistencia da dor. 

DIAGNOSTICO LABORATORIAL 

Nesse estagio, e essencial confirmar o diagnostico de CHIKV sorologicamente (frequente coexistencia de IgM e IgG anti- 
CHIKV), alem de outros testes laboratoriais usados para determinar o nfvel da inflamagao, e, se necessario, iniciar uma 
avaliacao pre-terapeutica separando-a de outras morbidades presentes (Quadro 19.1). A avaliagao da resposta imune nao e 
necessaria nesse estagio, a menos que haja sintomas inflamatorios nas articulagoes ou sinais anteriores a CHIKV, ou ainda em 
casos de manifestacoes inflamatorias resistentes ao tratamento apos 6 a 8 semanas. 

TRATAMENTO 

O objetivo consiste em aliviar a dor e a inflarnagao do paciente e limitar as consequencias do processo inflamatorio: articulacoes 
frageis, perda do tonus muscular e perda de aptidao ffsica. 

estAgio cronico 

E definido pela ausencia de retorno a condigao preexistente apos 3 meses. A fase cronica pode durar de poucos meses a varios 
anos (algumas vezes mais do que 6 anos para um pequeno numero de pessoas infectadas). De modo geral, a doenga progride 
para cura sem sequelas, espontaneamente ou apos tratamento, ou para persistencia de sintomas nas articulagoes, ou 
generalizadas, ou ainda para agravamento decorrente de um processo degenerativo. 

A qualidade de vida pode ficar seriamente comprometida, o que tem sido muitas vezes observado em pacientes cronicos 
por anos, em consequencia da infecgao por CHIKV. 


SINTOMAS CUNICOS 











O diagnostico esta relacionado com a nosologia de cada paciente e depende da presenca ou da ausencia de sintomas 
inflamatorios (artrite, tenossinovite, artralgia inflamatoria) e do numero de articulagoes envolvido (poliarticular, se o numero for 
> 4). O nfvel da atividade inflamatoria e seu impacto funcional tambem deverao ser levados em conta. 


Quadro 19.1 Estagio pos-agudo Chikungunya e investigagao laboratorial recomendada em caso de 
manifestagoes reumaticas ou sistemicas. 

Como proceder no 
estagio pos-agudo 

• Confirmagao de Chikungunya 

• Nivel de inflamagao e resposta imune alterada 

• Checagem de pre-tratamento 

• Outras doengas? 

Investigagao 

laboratorial 

• Sorologia CHIKV (IgG) 

• Hemograma, hemossedimentagao, protelna C reativa 

• lonograma, transaminases, glicemia, creatinina, HbAI c, se diabetes presente 

• Uricemia, TSH, CPK, sorologia para HIV, hepatites B e C 


HbAI c: hemoglobina glicada; TSH: hormonio estimulante da tireoide; CPK: creatinafosfoquinase. 


TESTES LABORA TORIAIS 

E essencial confirmar o diagnostico de CHIKV por sorologia, assim como foi feito no estagio pos-agudo. Outros testes 
laboratoriais podem ser realizados para: verificagao do nfvel de inflamagao; screen para doengas reumaticas de natureza 
inflamatoria; avaliacao pre-terapeutica e screen para comorbidades (Quadra 19.2). 


Quadro 19.2 Chikungunya estagio cronico e investigagoes laboratoriais para sintomas reumaticos. 

Como proceder no 
estagio cronico 

Nivel de inflamagao e imunodeficiencia 

• Checagem de pre-tratamento 

• Outras doengas? 

Investigagao 
laboratorial para 

sintomas 

reumaticos 

• Sorologia CHIKV (IgG) 

• Hemograma, hemossedimentagao, protelna C reativa, fator reumatoide (ELISA ou 
nefelometria), anticorpos antinucleares, complemento C3-C4-CH50, HLA B27 em 
suspeita de espondiloartrite 

• lonograma, transaminases, glicemia, creatinina, HbAI c, se diabetes presente, urinalise 
qualitativa 

• Uricemia, TSH, CPK, sorologia para HIV, hepatites B e C 


TRATAMENTO 

Compreendem medicagoes que visam a minimizar os sintomas dos pacientes, como inibidores da dor (acetaminofeno, codefna 
etc.), medicamentos antineuropaticos, farmacos anti-inflamatorios, terapia corticosteroide, infiltragao com corticosteroides etc. 

■ Zika virus 

E importante, como infcio da abordagem, ressaltar que o ZIKV tem a epidemiologia, os sinais e sintomas clfnicos, bem como as 
caracterfsticas da transmissao em zonas urbanas, muito semelhantes aos do DENV e do CHIKV, causando, todavia, uma doenca 
mais branda. 

As epidemias pelo ZIKV poderao ocorrer de maneira global, devido a rapida urban izagao, as alteragoes climaticas 




contundentes e a propria globalizagao. O primeiro isolamento do ZIKV foi em 1947 por Dick, Kitchen e Haddow, do soro de 
uma femea de macaco rhesus febril, que tinha sido capturada durante um estudo sobre o ciclo silvestre da febre amarela em 
primatas. 0 animal foi encontrado na floresta Zika (dai a origem do nome) situada proxima a Entebbe, capital da Rcpiiblica de 
Uganda. 

ZIKV e um virus envelopado, RNA fita simples pertencente a familia Flaviviridae, genero Flavivirus, que compreende 
mais de 50 especies. Assim como diversas outras flaviviroses, como o virus da febre amarela (YFV) e o DENV, e os alfavirus 
como CHIKV, ZIKV e transmitido por especies de mosquitos Aedes. 

ZIKV e o agente causal da febre Zika, uma doenga febril indiferenciada que pode apresentar erupgoes na pele, conjuntivite 
e artralgia, e que pode tambem nao ser detectada ou ser confundida com outros casos de doengas febris, como DENV ou 
CHIKV. 

Durante os 60 anos seguintes a sua descoberta, ZIKV permaneceu como um patogeno obscuro, confinado a regioes da 
Africa e da Asia, tendo sido muito pouco responsavel por doengas humanas. Em 2007, contudo, ZIKV emergiu da obscuridade, 
causando um surto de doenga febril nas ilhas Yap, na Micronesia, espalhando-se, em 2014, pelas ilhas do Pacifico, e no inicio 
de 2015 foi identificado pela primeira vez no Brasil. No fim desse mesmo ano, ZIKV ja tinha se disseminado por toda America 
do Sul, America Central, Caribe e Mexico. 

Embora ZIKV tenha sido inicialmente responsavel por doenga febril leve, com morbidade limitada e sem mortalidade, 
registros do Brasil indicam que a infecgao durante a gestagao pode estar associada com graves defeitos nos recem-nascidos, 
mais notadamente microcefalia fetal. 

A analise filogenetica de sequencias de cepas ZIKV, incluindo a cepa Yap do primeiro surto, identificou duas linhagens 
principals, a africana e a asiatica e revelou que a cepa Yap pertencia a linhagem asiatica. Possivelmente, sua introdugao nessas 
ilhas deveu-se aos viajantes com viremia, ou ainda a importagao de mosquitos infectados, como tem sido especulado, inclusive 
inferindo tal hipotese da disseminagao do ZIKV pelas Americas e ilhas do Pacifico. 

Estudos filogeneticos demonstraram que a cepa do Brasil tem correlagao com a da Polinesia Francesa, a qual e derivada da 
ilha Yap. Todas essas cepas pertencem a linhagem asiatica. 

No Brasil 

Em margo de 2015, 24 pacientes deram entrada no hospital Santa Helena, em Camagari, 50 km de Salvador, com doenga febril, 
erupgoes cutaneas, artralgia e conjuntivite. Em 7 pacientes foi detectado RNA ZIKV, enquanto em tres foi detectado RNA 
CHIKV, confirmando a disseminagao de ZIKV pela America do Sul e tambem a dificuldade de confirmagao de diagnostico de 
ZIKV somente a luz das caracterfsticas clmicas isoladamente. 

Ainda em 2015, em Salvador, foram investigados 14.835 casos de doenga exantematica de carater indeterminado, cujo 
diagnostico laboratorial permitiu demonstrar a existencia de circulagao simultanea de ZIKV, CHIKV, DENV-1 e DENV-3. 

ZIKV tambem foi identificado, por RT-PCR no soro de 8 pacientes, em Natal, RN, os quais apresentaram sinais e sintomas 
de uma doenga inicialmente denominada “dengue-/ike”. 

Os casos foram aparecendo por todo o pals e em maio de 2015 foi feita a primeira detecgao e sequenciamento de um caso 
autoctone de transmissao do ZIKV, de um paciente HIV positivo, no Rio de Janeiro. Determinou-se, por meio da analise 
filogenetica da sequencia de ZIKV do Brasil, que todas as cepas, aqui isoladas, eram da linhagem asiatica, especulando-se que a 
sua introdugao no Brasil tenha sido durante a Copa do mundo. O Quadro 19.3 apresenta os dados da doenga no pals. 

Transmissao 

O principal modo de transmissao de ZIKV e por picada de mosquitos do genero Aedes, incluindo as especies Aedes aegypti e 
Aedes albopictus, tambem considerados vetores mais importantes na transmissao de DENV e CHIKV. 


Quadro 19.3 Zika: dados da doenga no Brasil. 

• No perlodo de 1 de janeiro de 2015 a 12 de novembro de 2016 foram notificados 309.783 casos de infecgao por 
Zika 

• Em 22 de janeiro de 2016, o Brasil reportou um aumento de casos de slndrome de Guillain-Barre nacionalmente 

• Em 27 de janeiro de 2016, o Brasil reportou 4.180 casos suspeitos de microcefalia, contrastando com a media 
de 163 casos relatados nacionalmente por ano 


• O Comite de Emergencia da OMS declarou, em fevereiro de 2016, que os recentes surtos de microcefalia e 
outras desordens neurologicas no Brasil configuravam “estado de emergencia em Saude Publica de 
importancia internacional” 

• Preve-se que o ZIKV continue a se espalhar e, provavelmente, chegara a todos os pafses e territories onde o 
Aedes aegypti e encontrado 

Em outras partes do mundo, outras especies tem surgido como responsaveis pela transmissao, de maneira ainda discreta e 
dependendo de caracteristicas regionais, por exemplo, o Aedes africanus, como transmissor de ZIKV, em Uganda. 

Outros modos de transmissao de ZIKV incluem: transmissao sexual, transfusional e perinatal. A pandemia de ZIKV nas 
Americas deveu-se a um dramatico surgimento de casos de microcefalia fetal e infantil por todo o Brasil, sugerindo transmissao 
intrauterina. A confirmagao dessa corrclacao foi descrita em dois casos de microcefalia fetal, nos quais o RNA ZIKV foi 
detectado no liquido amniotico, mas nao no sangue periferico, de duas mulheres que apresentaram sintomas compatlveis com 
febre ZIKV durante a gestagao. Manifestacoes oculares em tres criangas com posslvel microcefalia associada a ZIKV tambem 
tem sido relatadas. 

O risco de graves sintomas neurologicos no feto, associados a infeegao por ZIKV durante a gestagao, fez com que o CDC 
(Centers for Disease Control and Prevention. EUA) emitisse um alerta para mulheres gestantes ou que estejam tentando 
engravidar que evitem viajar para pafses onde a transmissao de ZIKV esteja em curso. 

Sintomas clinicos e testes laboratoriais de rotina 

Os sintomas clinicos apresentados por pacientes com infeegao por ZIKV aguda incluem uma combinagao de febre, dor de 
cabega, dor retro-orbital, conjuntivite, erupgoes maculopapulares, mialgias e/ou artralgia. 

A febre frequentemente e baixa (em torno de 38°C), embora tenham sido registrados casos com febre superior a 40°C. A 
duragao dos sintomas e geralmente de 2 a 7 dias, mas as erupgoes e as artralgias podem persistir no mfnimo 2 semanas ou mais. 
Contagens hematologicas e testes bioqufmicos de rotina apresentam-se normais para a maioria dos pacientes. Achados 
anormais, quando presentes, sao discretos e consistem em leucopenia, trombocitopenia e, eventualmente, elevagao de 
transaminases. 

De modo geral, em pacientes com ZIKV, frequentemente o diagnostico inicial e de DENV ou de forma branda de CHIKV. 
Conjuntivite e edema periferico sao mais comumente associados a infeegoes por ZIKV do que na DENV e CHIKV. Estudos 
comparativos entre essas doengas ainda nao foram estabelecidos. 

Vale a pena ressaltar que 80% dos pacientes com infeegao por ZIKV permanecem assintomaticos ou desenvolvem 
manifestagoes clfnicas brandas, podendo nao ser detectaveis. Nao havendo tratamento especffico, os testes especfficos para 
ZIKV nao sao realizados na populagao geral. 

Gestagao 

A transmissao vertical da Zika e a mais preocupante, resultando em anomalias congenitas. Apesar de os sintomas clinicos serem 
brandos, a infeegao durante a gravidez esta associada a graves consequencias, como: perda fetal, insuficiencia placentaria, 
retardo no crescimento intrauterino e acometimento do sistema nervoso central. Doenga neurologica como a sfndrome de 
Guillain-Barre tem sido relatada. 

Segundo diretrizes estabelecidas pelo CDC e divulgadas pela Agenda Nacional de Saude Suplementar, para gestantes 
sintomaticas residentes em areas afetadas pelo Zika deve ser feito, imediatamente, teste para diagnostico de Zika por PCR ou 
pesquisa de anticoipos IgM. Se o teste for positivo ou inconclusivo, deve-se realizar ultrassonografia (USG) seriada e 
considerar amniocentese para a PCR caso a USG revele microcefalia ou calcificagao intracraniana. 

As gestantes assintomdticas devem ser investigadas por exames laboratoriais especfficos no infeio e no meio da gestagao, 
sendo recomendada USG seriada se o teste for positivo ou inconclusivo. Para as que forem negativas, USG devem ser 
realizadas entre 18 e 20 semanas, pre-natal de rotina e teste diagnostico na metade do segundo trimestre de gestagao. 

Em qualquer momento da gestagao, a deteegao da microcefalia ou de calcificagoes intracranianas pode ser feita. Devem ser 
realizados novo teste sorologico e amniocentese (apos 15 semanas de gestagao) para detectar a presenga ou nao do ZIKV por 
PCR. 


Diagnostico laboratorial especffico 


Cultura de Zika virus 

Os metodos de cultivo para detecgao de ZIKV sao empregados em laboratories de pesquisa e de saude publica, nao sendo 
normalmente utilizados para fins de rotina diagnostica. O metodo de referencia para isolamento de ZIKV e outras arboviroses e 
por inoculagao desses virus intracerebralmente em ratos. 

ZIKV e tambem cultivavel em cultura de celulas de varias linhagens, incluindo celulas Vero (celulas renais semelhantes a 
fibroblastos, oriundas de macaco verde africano) e em LLC-MK2 (celulas de rim de macaco rhesus), bem como em Aedes 
pseudocutellciris (MOS61) e Aedes albopictus (C6/36). 

Detecgao de antigeno 

Diferentemente do diagnostico de DENV, no qual testes com o antigeno NS 1 sao largamente utilizados, os testes de detecgao de 
antlgenos do ZIKV nao estao disponlveis para fins de diagnostico. 

Detecgao de RNA viral 

Pode ser feita nos primeiros 7 dias de doenga empregando-se a tecnica de PCR. Dentre as amostras cllnicas que podem ser 
usadas, citam-se: soro, plasma, urina, saliva e fluido amniotico. Os melhores resultados para diagnostico de ZIKV tem sido com 
o teste RT-PCR, empregando-se sequencias derivadas do virus isolado na epidemia de 2007 nas ilhas Yap. Estudos 
demonstraram que os resultados positivos do teste se deram nas amostras colhidas nos 3 primeiros dias da doenga, sugerindo 
que o perlodo de detecgao da viremia por ZIKV e relativamente curto. 

Testes sorologicos para diagnostico 

As primeiras evidencias de infeegao por ZIKV apareceram via identificagao de anticorpos neutralizantes ZIKV em soro 
humano. Levantamento sorologico realizado na Nigeria verificou que soros capazes de neutralizar ZIKV em experimentos com 
ratos tambem foram fortemente associados a neutralizagao de DENV e YFV, sugerindo uma reatividade cruzada. O Laboratorio 
de Diagnostico de Arbovirus (CDC) preconiza o uso de MAC ELISA, que consiste em um teste qualitativo para detecgao de 
IgM anti-ZIKV e deve ser feito em amostras de soro ou de LCR colhidas a partir do 4 2 dia de doenga ate 2 a 12 semanas em 
indivlduos que atendem a criterios cllnicos e/ou epidemiologicos dessa infeegao. 

Os testes de neutralizagao por redugao de placa (PRNT), tambem indicados para amostras coletadas na fase aguda, sao 
altamente senslveis, porem de diflcil execugao. Entretanto, os resultados da detecgao de anticorpos anti-ZIKV IgM sao apenas 
presuntivos devido a possibilidade de eles serem falso-positivos, principalmente em pacientes com historico de infeegoes por 
outros flavivlrus. Os resultados negativos sugerem ausencia dessa infeegao, mas nao permitem a exclusao definitiva da infeegao 
pelo ZIKV. 

Conforme o CDC, a confirmagao de anticorpos IgM ZIKV requer testes adicionais feitos pelo proprio CDC ou por 
laboratories qualificados por ele indicados e com a consultoria e algoritmo preconizados pelo CDC. Os laboratories devem 
comunicar todos os resultados positivos as autoridades de saude publica. 

O que pode ocasionar interferencia no diagnostico dos testes sorologicos inclui: 

• Reatividade cruzada com outros flavivlrus, tais como DENV 

• Vacinagao: contra febre amarela e virus da encefalite japonesa. 

Algoritmo para diagnostico do ZIKV 

A Organizagao Pan-Americana da Saude (OPAS) apresentou, em 29 de junho de 2015, um guia de vigilancia nas Americas para 
detecgao laboratorial e diagnostico de ZIKV, seguido de um algoritmo para diagnostico de Zika em laboratories de referencia. 

Esse algoritmo consiste na detecgao da doenga, tanto na fase aguda quanto na fase de convalescenga, e na orientagao para 
testes especlficos para diagnostico de ZIKV, apenas apos realizagao de testes com resultados negativos para dengue e 
Chikungunya (Figura 19.4 e 5). 



Figura 19.4 Algoritmo para diagnostics da infecgao por ZIKV depois de testes negativos de dengue e Chikungunya. 


Tratamento 

Varios estudos demonstram que o desenvolvimento de uma vacina ZIKV segura e eficaz para humanos podera ser alcancado em 
breve, visto que essa doenga despertou a atencao de pesquisadores em todo o planeta. No entanto, ate o momento, nao existe 
tratamento especffico nem vacina para prevengao. 

■ Influenza 

O virus influenza e uma das causas mais comuns de infecgoes respiratorias no ser humano. Conhecido como gripe, esta entre as 
mais graves por causarem alta morbidade e mortalidade, principalmente quando acomete criangas, idosos e indivlduos com 
alguma doenga cronica, como doenga pulmonar cronica, doenga cardlaca ou diabetes. 

As epidemias de influenza sao conhecidas desde a idade media, ou antes, e de tempos em tempos tem causado grandes 
pandemias como as que ocorreram em 1889, 1918 e 1968. A pandemia de 1918 causou a morte de mais de 50 mi I hoes de 
pessoas no mundo. A mais recente, de 2009, causada pela influenza A, de origem sulna, o H1N1, surgiu no Mexico, atingiu os 
EUA e o Canada e se espalhou pelo mundo. 

A influenza B pode causar epidemias, mas nao pandemia, ja a influenza C e endemica e esporadicamente causa doenca 
respiratoria, porem branda. Dessa forma, somente a influenza A sera aqui abordada, por ser essa a mais importante entre as 
causadoras da gripe em humanos. 


Caracterfsticas virais 

O virus influenza pertence a famllia Orthomyxoviridae e consiste em um RNA virus, de polaridade negativa e envelopado. O 
seu genoma e constituldo por 8 segmentos e cada um deles codifica pelo menos uma protelna. Externamente, o virus e coberto 
com projecoes, que consistem em tres protelnas: a hemaglutinina (H), glicoprotelna situada no envelope viral, responsavel pela 
ligagao do virus a celula hospedeira; a neuraminidase (N), que atua na liberagao de novas partlculas virais; e a protelna matriz 2 
(M2). A influenza C tem o seu RNA dividido em 7 segmentos e apenas uma protelna de superflcie. Cada segmento de RNA e 
encapsulado por nucleoprotelna para formar complexo RNA-nucleoprotelna. 

Os subtipos da influenza A sao classificadas de acordo com as diferengas antigenicas encontradas nas glicoprotelnas da 
superflcie viral, como a hemaglutinina, em numero de 16 (H1-H16), e a neuraminidase, de 9 (N1-N9). A nomenclature da 
influenza baseia-se nas diretrizes da Organizagao Mundial da Saude e consiste em: 


Tipo: A, B ou C 
Local de isolamento 












































Niimero do isolamento 
Ano de isolamento. 



Figura 19.5 Algoritmo para diagnostic® da infecgao por ZIKV. *lgM DENV pode ser positivo em pacientes infectados por ZIKV, 
resultando em uma possivel reagao cruzada em areas de circulagao do DENV. Alem disso, na fase aguda, deverao ser priorizados 
testes moleculares. 

Por exemplo, A/New California/7/2009 (escolhido para a vacina contra influenza pandemica). As influenza A e B sao 
semelhantes, mas a C apresenta diferencas maiores. Atualmente, os subtipos A(H1N1) e A(H3N2) sao os mais prevalentes no 
ser humano, mas influenza de origem aviaria tambem podem ser encontradas, como a A(H7N9). 

A influenza A infecta uma variedade de animais de sangue quente, como passaros, suinos, cavalos, humanos e outros. As 
aves aquaticas constituem o seu reservatorio natural e provavelmente sao responsaveis pela disseminagao desse virus. Apesar de 
alguns subtipos serem altamente virulentos para essas aves ou para outras especies animais, outros podem nao ser patogenicos 


























































e, assim, manter a infecgao por varies seculos. 


Mutacoes 

Dois mecanismos principals sao responsaveis pelas mutacoes: 

• Mutagao pontual (drift antigenico), que e menor, mas e a causa pela qual a vacinagao precisa ser anual para que a imunizagao 
funcione contra os antrgenos presentes nos virus em circulagao 

• Rearranjo entre segmentos de RNA viral (shift antigenico) de dois ou mais subtipos quando eles infectam a mesma celula 
(coinfecgao), resultando no surgimento de um novo subtipo. 

Os suinos sao suscetiveis a influenza aviaria e humana (duplo rearranjo). como o H3N2, ou a influenza aviaria, suina e 
humana (triplo rearranjo), como ocorreu para o H1N1. A neuraminidase permite a liberagao de novas particulas virais recem 
sintetizadas pela glicosilagao da ligagao do acido sialico presente entre as celulas hospedeiras e a superficie do virus, assim 
permitindo que o virus atinja as secregoes ou outros fluidos do hospedeiro. 

Aspectos clmicos 

A transmissao se faz por goticulas de saliva como ocorre com a influenza sazonal. O virus acomete trato respiratorio superior e 
inferior. A replicagao da influenza A atinge o pico 48 h apos inoculagao na nasofaringe e diminui lentamente ate 6 dias. 

A gripe e uma doenga sazonal. Ocorre nos meses frios, como outono e inverno, e se caracteriza por inicio abrupto, febre 
alta, calafrios, tremores, dor de cabega, prostragao, anorexia e sintomas respiratorios como dor de garganta, tosse e coriza. A 
infecgao pode ser autolimitada ou grave, com duragao aproximada de 1 semana. 

Na pandemia de 2009, os casos mais graves da doenga ocorreram em criangas e adultos jovens. A menor frequencia desses 
eventos em adultos maiores de 60 anos se deve, provavelmente, a exposigao ao virus antigenicamente relacionado, no passado, 
e que lhes conferiu imunidade cruzada. 

Os anticorpos contra as hemaglutininas sao neutralizantes conferindo imunidade. A vacina e o meio mais eficaz de 
protegao, mas tem duragao limitada devido as mutacoes que ocori'cm continuamente como meio de escape imunologico. Assim, 
a revacinagao anual com a cepa predominante no meio e necessaria. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico da influenza pode ser feito por cultura, teste de IFD, detecgao do RNA do H1N1 e indiretamente pela detecgao de 
anticorpos especificos no soro ou nas secregoes respiratorias (ver Capitulos 3 e 9). 

O teste rapido para diagnostico da influenza fornece resultado em menos de 30 min, e facil de realizar e tem alta 
especificidade. Baseia-se no principio de imunoensaio enzimatico ou na imunocromatografia. A sensibilidade varia muito, em 
torno de 60 a 70%, mas o seu valor preditivo positivo e mais alto quando a prevalencia do virus circulante e mais alta na 
populagao. Comercialmente, estao disponiveis testes que detectam influenza A+B, A e B separadamente e somente a A. 
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Capitulo 20 

Infeqoes Virais [ HIV e HTLV 


Kioko TakeieJoilson O. Martins 


Introdugao 

A smdrome da imunodeficiencia adquirida (AIDS) coiTesponde ao estagio final da infeegao por virus da imunodeficiencia 
adquirida (HIV), quando as manifestacoes clinicas de uma grave imunodeficiencia sao observadas, decorrentes da incapacidade 
do paciente em controlar infecedes oportunistas e processos neoplasicos. 

A AIDS foi reconhecida em 1981 e o seu agente etiologico, HIV-1, foi identificado em 1983. E altamente patogenico e 
responsavel pela pandemia que vem assolando o mundo desde a sua descoberta. Segundo estimativa feita em 2012, cerca de 
35,3 mi I hoes de individuos no mundo sao infectados, e e no sul da Africa onde se encontra a maior prevalencia. 

Em 1986, foi isolado o HIV-2, menos patogenico e de distribuigao geografica restrita principalmente ao oeste da Africa e a 
outras regides do mundo em menor frequencia. Tanto HIV-1 como HIV-2 pertencem ao genero Lentivirus, familia Retroviridae. 

O HIV-1 e o HIV-2 diferem na sua organ izacao genomica, mas apresentam a mesma estrutura basica de todos os 
retrovirus, exceto as glicoproteinas do envelope viral, sendo a gpl25 e a gp36 do HIV-2 mais distintas antigenicamente das do 
HIV-1, cujo envelope apresenta gp41 e gpl20. Nos testes sorologicos, o antigeno gp36 e empregado para identificar a presenga 
de anticorpos contra HIV-2. Ambos podem causar a AIDS, porem o HIV-2 e mais benigno, menos transmissivel e progride 
mais lentamente para imunodeficiencia que o HIV-1. 

A rapida mutagao e a recombinagao viral resultam em uma grande variabilidade genomica, sendo o HIV-1 classificado em 
quatro grupos principals: M (main), O (outlier), N (non-M, non-O) e P. 

O grupo M e o mais predominante no mundo todo e responsavel pela pandemia global. E dividido em nove subtipos, 
denominados A, B, C, D, F, G, H, J e K, e dentro de cada subtipo subdividem-se em diferentes variantes. Nas infeccoes mistas 
com dois ou mais subtipos, pode ocorrer transferencia do material genetico de um para o outro, resultando em formas 
recombinantes cuja prevalencia vem se mostrando em elevagao. O subtipo B e o mais prevalente, seguido de subtipos C e F, 
mas essa distribuigao e muito complexa, pois varia de acordo com diferentes regioes geograficas. O grupo O e mais rare e 
apresenta distribuigao mais localizada, principalmente na regiao oeste da Africa. 

O HIV-2 e dividido em 8 subtipos, de A a H. A distingao entre a infeegao pelo HIV-1 e pelo HIV-2 e importante, pois, 
alem da menor patogenicidade, alguns agentes antirretrovirais eficazes para HIV-1 podem nao o ser para o HIV-2. 

Transmissao 


As principals vias de transmissao, tanto do HIV-1 como do HIV-2, sao a sexual e a sanguinea, porem a transmissao vertical, na 
sua maioria perinatal, assume um papel epidemiologico importante nas regioes em que a endemicidade e alta. 

A maior taxa de transmissao sexual e observada na fase aguda da infeegao, quando a quantidade do HIV no sangue atinge 
nlveis extremamente elevados. 

Atualmente, a transmissao por meio de transfusao de sangue ou de seus componentes, ou ainda por transplante de orgao ou 
de tecido tem sido muito rara devido a exclusao de doadores por testes laboratoriais de elevada sensibilidade. 

Acidentes ocupacionais, com exposigao ao material contaminado com sangue ou outros fluidos corporeos de pacientes 
infectados, tem merecido especial atengao com obrigatoriedade aos profissionais de saude conhecer e aplicar com rigor todas as 
normas de biosseguranga. Entretanto, em caso de acidente, a profilaxia para o HIV com antirretrovirais feita ate 2 h pos- 





acidente e considerada ideal. Admite-se que, ate 48 h apos o acidente, a profilaxia ainda seja eficaz na prevengao da 
transmissao. 

A transmissao vertical pode ocorrer ainda no utero, principalmente apos 36 semanas de gestagao, mas a maioria ocorre no 
momento do parto. O risco de transmissao, de aproximadamente 25%, em maes infectadas sem tratamento pode ser reduzido em 
cerca de 10 vezes se elas forem devidamente tratadas com terapia combinada antirretroviral durante a gravidez, durante o parto 
e no recem-nascido. A transmissao por aleitamento materno e maior nas primeiras 4 semanas de vida e aumenta com o tempo 
dessa pratica. Em paises com nivel socioeconomico baixo, o aleitamento materno e recomendado mesmo com maior risco de 
transmissao do HIV. O risco medio de transmissao do HIV pode ser visto na Tabela 20.1. 


Tabela 20.1 Risco medio de transmissao de HIV-1. 

Tipo de exposigao 

Risco medio (%) 

Relagao sexual (Ivez) 

0,01 a 1 

Uso de droga injetavel (1 vez) 

0,5 a 1 

Transmissao vertical 

12 a 50 

Aleitamento materno 

12 

Transmissao nosocomial 

0,1 a 1 

Transfusao de sangue contaminado 

90 

Transmissao ocupacional 

Inferior a 0,3 

Adaptada de SchQpbach, 2003. 1 

Resposta imune a infecgao pelo HIV e 

marcadores laboratoriais 


Apos a transmissao, na sua grande maioria por via sexual, o HIV se instala na mucosa do local de entrada, infectando linfocitos 
T CD4+, macrofagos e celulas dendriticas. A replicagao viral inicial e seguida de disseminagao aos linfonodos locais e depois, 
sistemicamente, atraves da corrente sanguinea. 

A ausencia da resposta imune nessa fase da infecgao favorece intensa rcplicacao do HIV, com pico de viremia elevado, o 
que torna o individuo altamente infectante. No inicio da resposta imune, quando se encontra grande numero de LT CD4+ 
ativado, a transmissao para nova celula-alvo e favorecida. Concomitantemente a elevagao da viremia, o numero de LT CD4+ 
circulante cai drasticamente devido a sua destruigao pela agao direta ou indireta do HIV. Na tentativa de controlar a infecgao, 
observa-se aumento de numero dos LT CD8+ que, em geral, ocorre antes da detecgao de anticorpos anti-HIV. Assim, a 
proporgao entre o numero de LT CD4+ e LT CD8+ circulante se inverte, com predominio do LT CD8+. 

Com o inicio da produgao de anticorpos anti-HIV, essa fase inicial da infecgao caracterizada pela redugao transitoria do 
numero de LT CD4 circulante e seguida da recuperagao desse numero ate proximo a normalidade. Apesar disso, o sistema 
imune nao e capaz de eliminar o HIV, que pode manter a replicagao minima, ou nos LT de memoria ou nos macrofagos. 

■ Fase aguda 

Clinicamente, essa fase e transitoria e ocorre cerca de 3 a 6 semanas apos a infecgao. Persiste 1 a 2 semanas e regride 
espontaneamente. Somente 50 a 70% dos infectados apresentam alguns sintomas que sao, em geral, inespecificos e, por isso, 
nao devidamente diagnosticados. As manifestagoes clinicas sao semelhantes aos de um resfriado comum ou de uma 
mononucleose, com febre, linfadenopatia generalizada, dor de garganta, mialgia, artralgia, fadiga, rash maculopapular, ulcera 
oral, perda de peso, sudorese noturna e outros. Em alguns pacientes, pode ocorrer diarreia, hepatite leve, pancreatite e 
manifestagao neurologica passageira. 

Nessa fase, os marcadores laboratoriais mais importantes sao: detecgao do RNA do HIV por tecnica molecular, detecgao 
do antigeno p24 e a soroconversao nos testes anti-HIV. 





O primeiro marcador laboratorial detectado e o RNA do HIV, apos alguns dias a 2 semanas de infecgao, em geral em torno 
de 10 dias. Atinge o pico em 3 a 6 semanas, podendo chegar a nlveis de 10 8 a 10 9 copias de RNA do HI V-1 /ml' de plasma. 

Testes que detectam o antigeno p24 tem sido empregados visando a dctcccao precoce da infeccao, ainda durante a janela 
imunologica, perfodo em que o virus esta presente no plasma, mas os anticorpos ainda nao sao detectaveis. Os primeiros testes 
apresentavam sensibilidade limitada, mesmo mediante dissociacao acida dos imunocomplexos formados pelo antigeno p24 e os 
anti-p24, ambos presentes simultaneamente no plasma do paciente infectado. Sucessivos avancos aumentaram a sensibilidade 
dos testes, permitindo identificar cerca de 7 dias apos o inlcio da dctcccao do RNA do HIV, quando a concentragao do acido 
nucleico e de aproximadamente 10.000 copias/mf'. 

O teste para detecgao do antigeno p24 do HIV tem sido ainda proposto para o acompanhamento da progressao da doenca 
com corrclacao negativa com a contagem do LT CD4+, podendo tambem ser util no monitoramento do tratamento. 

■ Fase de latencia cli'nica ou fase cronica 

Com o inlcio da resposta imune humoral e controle da viremia, o RNA viral passa a ser encontrado em nlveis sericos 
relativamente baixos e estaveis, acompanhados de lento decllnio do numero de LT CD4+. Essa fase pode persistir por tempo 
variavel, de meses a decadas, dependendo de varios fatores, principalmente do indivlduo e do virus. O indivlduo aparentemente 
nao apresenta sintomas, sendo indistingulvel de um sadio, com excegao da alteragao dos parametros laboratoriais, como a 
presenga do RNA do HIV no sangue, teste sorologico anti-HIV ou de detecgao do antigeno p24 positivos. 

■ AIDS 

A contlnua ativagao e destruigao de celulas do sistema imune resultam, finalmente, em um estado de falencia imunologica com 
manifestagoes cllnicas de imunodeficiencia celular que caracteriza a AIDS. A contagem de LT CD4+ no sangue atinge nlveis 
inferiores a 200 celulas/mm 3 e continua declinando em contraste com o aumento no numero de copias do RNA do HIV (carga 
viral) no sangue (Figura 20.1). 

O tempo de progressao media para AIDS no adulto depende de muitos fatores, como a genetica e resposta imune do 
indivlduo, a cepa do HIV, a intensidade de replicagao viral e a coinfecgao com outros agentes infecciosos como o virus das 
hepatites B (HBV) e C (HCV), que possuem vias de transmissao em comum. Em geral, e de 10 a 11 anos, mas pode variar de 
meses a decadas dependendo do indivlduo. Pacientes pediatricos evoluem mais rapidamente para a fase de AIDS, em media de 
6 a 7 anos. Atualmente, com recursos terapeuticos eficazes, o tempo de progressao para AIDS tem se estendido cada vez mais. 

A profunda imunodeficiencia que se instala com a AIDS nao permite mais que o indivlduo controle processos tumorais e 
se defenda de infecgoes, ainda que, em condigoes normais, esses microrganismos nao sejam patogenicos. Infecgao do sistema 
nervoso central e grave, resultando em manifestagoes neurologicas, como demencia e neuropatia sensorial. 

Em 2013, o Ministerio da Saude, por meio do Manual Tecnico para o Diagnostico da Infecgao pelo HIV 2 e baseado nos 
trabalhos de Fiebig et al. \ divulgou o estadiamento laboratorial da infecgao pelo HIV-1 de acordo com o padrao de reatividade 
aos diferentes testes laboratoriais (Tabela 20.2). 


LT CD4/mm 3 


Carga viral 



Semanas Anos 

Figura 20.1 Parametros laboratoriais de acordo com fases da infecgao pelo HIV-1. 

Tabela 20.2 Classificagao de Fiebig para o estadiamento da infecgao pelo HIV-1. 


Estagio 

Marcador 

Duragao em dias 1C (95%) 


RNA 

Antigeno p24 

EIA 3 a 

geragao 

WB 

Individual 

Cumulative 

0 

- 

- 

- 

- 

10 (7 a 21) 

10 

1 

+ 

- 

- 

- 

7 (5 a 10) 

17 

II 

+ 

+ 

- 

- 

5 (4 a 8) 

22 

III 

+ 

+ 

+ 

- 

3 (2 a 5) 

25 

IV 

+ 

+ 

+ 

IND 

6 (4 a 8) 

31 

V 

+ 

+ 

+ 

+(- p31 c) 

70 (44 a 122) 

101 

VI 

+ 

+ 

+ 

+(+ p31 c) 

Sem limite de 

duragao 

Sem limite de 

duragao 


EIA: imunoensaio enzimatico; WB: Western blot. 

Adaptada de Cohen et a!., 2010 4 e Ministerio da Saude, 2013. 5 


Testes diagnosticos para infecgao pelo HIV/AIDS 


■ Testes diagnosticos 

O desenvolvimento de testes laboratoriais para o diagnostico da infecgao pelo HIV ocorreu em rapidas etapas, contribuindo para 











um notavel avango tecnologico que beneficiou tambem o diagnostico laboratorial de diferentes patologias. A cada novo 
aperfeigoamento importante, os testes receberam denominagoes numericas sucessivas, como: primeira, segunda, terceira e a 
mais recente, de quarta geragao. 

Testes de primeira geragao 

Inicialmente, os testes eram baseados somente na detecgao de anticorpos da classe IgG, por teste imumoenzimatico de fase 
solida (ELISA, enzyme linked immunosorbent assay ) indireto, empregando-se como antigeno o lisado purificado de celulas H9 
infectadas pelo HIV. A baixa sensibilidade desses testes por detectarem apenas anticorpos da classe IgG e a baixa 
especificidade pela insuficiencia do processo de purifi cacao do lisado viral resultavam na detecgao da soroconversao somente 
em torno de 45 a 90 dias apos a infecgao e com muitas reaches inespecfficas. 

Testes de segunda geragao 

Realizado tambem por ELISA indireto, porem os antigenos de origem viral foram substituidos por peptidios sinteticos e/ou 
recombinantes, correspondentes aos epitopos mais importantes do HIV. Com o ganho na sensibilidade, esses testes passaram a 
apresentar periodo de soroconversao reduzido, em torno de 1 a 2 meses. 

Testes de terceira geragao 

Sao baseados no metodo sanduiche, e passaram a detectar nao so a IgG, que e predominante, como tambem todas as outras 
classes de imunoglobulinas, notadamente a IgM, que e produzida muito precocemente apos infecgao, tornando possivel 
identificar a soroconversao em torno de 22 a 30 dias. 

Resumidamente, no imunoensaio tipo sanduiche, os antigenos ligados a fase solida sao incubados com amostra do paciente 
(em excesso), permitindo que anticorpos das classes IgG, IgM ou IgA anti-HIV se liguem aos antigenos fixados na fase solida. 
Apos lavagens para remogao dos anticorpos que nao reagiram, o conjugado constituido de antigenos do HIV marcados com 
enzima ou substancia quimioluminescente e adicionado. Dessa maneira, o conjugado so reagira se os anticorpos da amostra 
estiverem ligados ao antigeno da fase solida. A presenga da enzima ou de marcador quimiluminescente pode ser revelada por 
diferentes tecnicas de geragao de sinal que consiste na emissao de luz para teste de quimiluminescencia (QL, 
chemiluminescence assay), fluorescencia para fluoroimunoensaio (FIA, fluorescent immunoassay) e coloragao para ELISA (ver 
Capitulo 7). A quantidade de sinal emitido e proporcional a concentragao de anticorpos anti-HIV presentes na amostra de 
soro/plasma. A vantagem desse desenho de teste e a detecgao de qualquer classe de imunoglobulinas anti-HIV (IgG, IgM, IgA) 
presente, principalmente a IgM, que e produzida precocemente durante a infecgao (Figura 20.2). 
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Figura 20.2 Teste de terceira geragao para detecgao de anticorpos anti-HIV 1 + 2 (imunoensaio formato sanduiche). DO: densidade 
optica. 

Testes de quarts geragao 

Recentemente, os testes de quarta geragao vem sendo recomendados com sucesso para triagem de infeccao pelo HIV-1 
(incluindo-se o grupo O) e/ou HIV-2, por detectarem simultaneamente os anticorpos e o antigeno p24 do HIV. O principio da 
detecgao dos anticorpos e o mesmo da terceira geragao, porem, para o antigeno p24, e necessaria a ligagao do anticorpo 
monoclonal anti-p24 a fase solida para que este capture o antigeno p24 presente na amostra. O complexo [anti-p24/p24] 
formado reagira com o conjugado anti-p24 marcado, que ao reconhecer o p24 do complexo ira se fixar a fase solida por meio 
deste antigeno Apos lavagens, o sinal emitido pela revelagao do marcador indicara a presenga de anticorpos e/ou antigeno p24, 
porem nao discriminara qual deles determinou a positividade. A ausencia de sinal traduz uma reagao negativa para ambos. 
Testes de quarta geragao tornaram os imunoensaios extremamente sensiveis, sendo capazes de detectar a infecgao em torno de 
16 dias (Figuras 20.3 e 20.4). 

Atualmente, um teste comercial tipico de imunoensaio para a detecgao de anticorpos ou antigenos/anticorpos (Ag/Ac) e 
baseado em tecnologias avangadas, como ELISA, FIA, QL e suas modificagoes, como a eletroquimiluminescencia e a 
quimiluminescencia amplificada. 

Para rotinas menores ou aquelas realizadas em lote de testes, ou seja, mesmo ensaio para todas as amostras, o ELISA tem 
sido preferido devido ao menor custo e possibilidade de ser realizado em equipamentos de menor porte. Ja em grandes 
laboratories ou em situagoes que exigem que varios ensaios sejam feitos simultaneamente em uma so amostra, os equipamentos 
sao de grande porte, totalmente automatizados e multiparametricos. Esses equipamentos sao, na maioria, baseados em sistema 
fechado, ou seja, o equipamento foi desenhado para operar somente como kits diagnosticos da mesma empresa/marca. Para 
tanto, a tecnologia baseada na QL ou no FIA e a mais adequada e, portanto, amplamente utilizada devido a sua alta 
sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade e grande produtividade (ver Capitulo 8). 

■ Testes rapidos 

Os testes rapidos (TR) ou testes laboratoriais remotos (TLR) sao imunensaios simples, de facil execugao, cujo resultado pode 
ser obtido em 10 a 30 min. Pode ser feito tanto em ambiente laboratorial como nao laboratorial, com profissionais de diferentes 
formagoes. desde que suficientemente capacitados para a sua realizagao. Esses testes vem sendo cada vez mais utilizados para a 






detecgao de uma imensa variedade de parametros laboratoriais, com a vantagem de poderem ser realizados individualmente, a 
qualquer hora do dia e na presenga do paciente. 
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Figura 20.3 Sequencia de positivagao de marcadores precoces da infecgao pelo HIV-1. 
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Figura 20.4 Teste de quarta geragao para detecgao simultanea de antigeno p24/anticorpo anti-HIV 1 + 2. 

Sao especialmente uteis em casos de urgencia, quando o teste para HIV e necessario, porem, sem tempo suficiente para 
aguardar resultados obtidos na rotina do laboratorio que, em geral, necessitam de 2 a 4 h para a sua realizagao. 

O TR e recomendado em varias situagoes, como necessidade de detecgao da presenga ou nao da infecgao pelo HIV em 
pacientes atendidos em unidades de emergencia, principalmente em acidentes envolvendo sangue ou outros fluidos corporeos, 
parto ou aborto espontaneo em gestantes sem sorologia previa para anti-HIV, acidentes de trabalho com material 
perfurocortante contaminado com material biologico, exposigao ocupacional ao material potencialmente infetado, populagao 
movel ou de dificil acesso e outros. E util tambem para locais onde a infraestrutura e precaria ou entao laboratories de pequeno 
porte em que o TR se torna mais pratico e economico que o uso de kits convencionais que dependem de equipamentos de alto 
custo. 

Os TR baseados na tecnologia imunocromatografica ou defluxo lateral sao os mais utilizados por serem simples e rapidos. 
Neles, a amostra e colocada em um ponto especffico localizado em uma das extremidades da fase solida, como uma tira de 
membrana de nitrocelulose, de onde migra por capilaridade resultando em fluxo lateral. Os anticorpos, se presentes, entram em 
contato, sequencialmente, com os reagentes imobilizados em locais especificos na fase solida. Ao final da migragao, a 
positividade e expressa pela coloragao observada na regiao padronizada para a leitura, e a negatividade, pela ausencia de cor na 
amostra. 

Nos TR baseados na tecnologia conhecida como immunodot, os antigenos sao imobilizados em um ponto (dot) da fase 
solida, o qual fica exposto em uma abertura (“janela”) da embalagem plastica fechada, contendo no seu interior material 
absorvente. A adigao sucessiva de amostra e demais reagentes do teste permite a reagao com o antigeno fixado e o excesso de 






reagentes e eliminado por lavagens, que sao absorvidos no interior da embalagem. A visualizagao da cor caracteriza a 
positividade do teste, e a ausencia de cor, a negatividade. Muitos TR comerciais utilizam o conjugado anti-IgG humano 
marcado com ouro coloidal, que apresenta uma coloracao rosea e muito estavel, mesmo a temperatura ambiente. 

Alguns TR, conhecidos como multispot test, permitem detectar separadamente o anti-HIV-1 do anti-HIV-2 por meio de 
fase solida, que content multiplos dots, sendo cada um deles sensibilizados com antigenos diferentes, como os especfficos do 
HIV-1 (gp41 e p24) e o gp36 do HIV-2. 

Em todos os TR, as linhas de controle devem sempre desenvolver cor para garantir a validade do teste. O TR para o 
diagnostico da infeegao pelo HIV e distribufdo gratuitamente para os servicos de saude da rede publica pelo Departamento de 
DST, AIDS e Hepatites Virais do Ministerio da Saude. O mercado oferece tambem TR que permitem utilizar o fluido oral. 
Nesse caso, o coletor deve ser apropriado para a obtencao do fluido cervicular gengival, que e mais puro e apresenta maior 
conccntracao de anticorpos que a saliva total. 

Recentemente, o Ministerio da Saude incorporou, nas varias opcoes de algoritmos para o diagnostico laboratorial da 
infecgao pelo HIV, dois algoritmos baseados no uso de TR tanto para o sangue como tambem para o fluido oral. 2 

■ Testes complementares 

Apesar da excelencia dos imunoensaios como testes de triagem, eles estao sujeitos a resultados falso-positivos e falso- 
negativos. Para minimizar o risco de um resultado inespecffico, todas as amostras com resultados reagentes ou inconclusivos 
nos testes de triagem devem ser submetidas a um teste complementar/confirmatorio, antes que o resultado final seja liberado ao 
paciente. 

O teste de Western blot (WB; ver Capitulo 7) foi o mais utilizado nas ultimas decadas. E altamente especifico, porem 
menos sensivel que os imunoensaios em geral. Caracteriza-se pela detecgao de anticorpos especfficos para fracoes antigenicas 
individuais: gpl60, gpl20, p66, p55, p51, gp41, p31 , p24 e pl7, transferidas para membrana de nitrocelulose apos separagao 
eletroforetica em gel de poliacrilamida do lisado viral do HIV obtido por cultura em celulas H9. 

As bandas resultantes sao interpretadas de acordo com os criterios recomendados pelos fabricantes, que definem os 
resultados como: positivo, negativo e indeterminado. Os resultados indeterminados ou inconclusivos podem ser elucidados por 
meio de testes moleculares ou, entao, por acompanhamento sorologico dos pacientes para se verificar uma possfvel 
soroconversao. 

O WB nao consegue detectar os infectados quando as amostras forem colhidas no perfodo pre-soroconversao (janela 
imunologica) resultando em falso-negativos, mesmo na prcscnga do virus no soro/plasma em concentracoes extremamente 
elevadas, tfpico dessa fase quando o indivfduo e altamente infectante. 

Alguns fabricantes oferecem o teste de immunoblot (IB) como alternative ao WB. Nesse teste, as fragoes antigenicas 
sinteticas ou recombinantes sao colocadas na forma de linhas, separadamente uma das outras, em locais especfficos da tira de 
nitrocelulose, de modo que, ao final da reagao, a visualizagao de linhas reativas defina o resultado do teste conforme o criterio 
de interpretagao dos fabricantes. Os testes atuais definem tambem se a positividade e atribufda a presenga de anticorpos contra 
HIV-1 ou HIV-2. 

O teste de imunofluorescencia indireta (IFI) tambem pode ser utilizado como complementar. Nesse teste, o antfgeno 
consiste em uma cultura de LT CD4+ infectados pelo HIV e o controle da reagao, de celulas nao infectadas. A observagao da 
fluorescencia somente nas celulas infectadas e nao nas celulas-controle indica reagao positiva. 

■ Testes para detecgao de RNA ou cDNA do HIV 

Atualmente, testes moleculares como de amplificagao de acidos nucleicos (NAT) tem substitufdo, com vantagem, os testes 
complementares tradicionais como o WB, IB e a IFI. Eles sao baseados em tecnologias, como a reagao em cadeia da polimerase 
(PCR), teste mediado por amplificagao de acidos nucleicos (TMA) etc., com grande impacto na pesquisa e em quase todas as 
areas da Medicina. 

A introdugao do NAT tornou possfvel obter precocemente o diagnostico da infeegao por HIV, em torno de 10 dias apos a 
infeegao, quando os testes sorologicos mais sensfveis necessitam de cerca de tres semanas para os anticorpos especfficos serem 
detectados na circulagao (ver Capitulo 23). No Brasil, o Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Bio-Manguinhos da 
Fiocruz) oferece, a hemocentros da rede publica (Hemorrede), o kit para NAT com a finalidade de detectar o RNA do HIV e do 
HCV em todos os doadores de sangue. Em 2014, foi incorporado ao kit a detecgao de HBV visando a diminuir a janela 
imunologica e certificar maior seguranga do sangue transfusional ou de hemoderivados. Por se tratar de grandes rotinas, os 
testes sao realizados em uma plataforma automatizada com grande capacidade de processamento. 


A quantificagao do RNA em pacientes infectados pelo HIV (carga viral) constitui uma importante ferramenta para o 
diagnostico e o prognostico da infeegao com a finalidade de iniciar o tratamento e monitorar a eficacia terapeutica, bem como 
detectar o possfvel surgimento de mutagoes que poderao inviabilizar o esquema terapeutico em uso e a necessidade de troca por 
novas abordagens. 

0 nivel plasmatico do RNA do HIV em conjunto com a contagem de LT CD4+ sao considerados os parametros mais 
importantes para o acompanhamento da infeegao. A contagem seriada do CD4+ deve ser feita 3 a 4 vezes/ano e apresenta 
estreita correlagao com a evolugao da doenga. Sao considerados alterados valores inferiores a 500 celulas/mm 3 , risco de 
infecgoes oportunistas quando < 200 celulas/mm 3 e imunodeficiencia grave quando < 50 a 100 celulas/mm 3 . 

Observa-se uma correlagao inversa entre quantificagao do RNA plasmatica e contagem de CD4+, sendo de pior 
prognostico quanto maior for o valor da carga viral. Nesses pacientes, a destruigao dos LT CD4+ e a progressao para a AIDS 
sera mais rapida. O estabelecimento do valor basal da carga viral e importante, pois os resultados das detcrminagoes posteriores 
serao analisados comparativamente a esse valor. Tanto a contagem do LT CD4+ como a carga viral devem ser realizadas no 
mesmo laboratorio, para possibilitar comparagoes entre os resultados. 

O teste para a carga viral pode ser feito com os reagentes produzidos no proprio laboratorio (in house) ou adquirindo-se 
componentes dessa reagao, comercialmente. Entretanto, essa pratica vem sendo cada vez mais substituida por kits comerciais 
prontos para uso devido a grande demanda desse teste nos laboratories clinicos e nos bancos de sangue. Alguns kits disponfveis 
no nosso mercado podem ser citados, como: PCR em tempo real (real time PCR), amplificagao baseada na sequencia do acido 
nucleico (Nuclisens NASBA, nucleic acid sequence based amplification ) e DNA ramificado (bDNA, b ranch ed-DNA\ ver 
Capitulo 3). 

Entretanto, o uso de metodologias diversas e a expressao de resultados entre diferentes testes de quantificagao do RNA do 
HIV dificultam a interpretagao dos resultados da carga viral. Assim, os resultados expressos em copias do RNA/m/ devem ser 
convertidos em seus respectivos logaritmos (log 10 ). 

A variagao de 0,5 login ou 3 vezes de diferenga entre os resultados de duas determinagoes sao consideradas significativas e 
representam flutuagao na produgao de particulas virais. Diferengas de ate 0,3 log i0 nao devem ser consideradas significativas, 
pois podem ocorrer devido as variagdes biologicas, mesmo em pacientes com infeegao estavel. 

A deteegao do RNA do HIV e, tambem, muito importante no diagnostico da infeegao pelo HIV em criangas de ate 18 
meses, perfodo em que os anticorpos maternos resultantes da passagem transplacentaria podem ainda estar presentes na 
circulagao da crianga nao infectada e produzir resultados falso-positivos em testes de deteegao de anti-HIV. 

O limite de deteegao da carga viral depende da metodologia ou do kit empregado. Em geral, situa-se entre 5 e 50 copias do 
RNA do HIV/m/’ do plasma. Resultados proximos a esse limite inferior devem ser interpretados com cautela, pois podem 
indicar ausencia do HIV ou entao presenga, mas em quantidades nao detectaveis pela metodologia empregada. 

A quantificagao do cDNA do HIV no sangue e nos tecidos e clinicamente relevante por detectar reservatorios latentes de 
HIV. Esse dado e util no prognostico da progressao da infeegao para AIDS, pois determina a persistencia viral em celulas 
infectadas e a sua implicagao na patogenese da AIDS. 

O Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais do Ministerio da Saude, por meio de Manual Tecnico para o 
Diagnostico da Infeegao pelo HIV estabelece os fluxogramas para os testes para HIV, onde se pode obter e disponibilizar 
atualizagao sobre o diagnostico laboratorial, abordagem sobre o virus, estagios da doenga, falhas e erros no diagnostico da 
infeegao, entre outros. 2 

HIV-1 

E um RNA virus, possui duas fitas simples de RNA e, como os demais retrovirus, o seu genoma e composto de genes: env, gag 
e pol que codificam, respectivamente, glicoproteinas do envelope, proteinas estruturais e enzimas. 

O gene env codifica a proteina precursora do envelope viral, a gpl60 que origina, apos clivagem, a gpl20 e a gp41. Ambas 
reconhecem receptores localizados na superficie das celulas do hospedeiro (LT CD4+) promovendo a ligagao do HIV. 

O gene gag codifica a proteina p55, que origina 4 proteinas estruturais do capsidio viral, p24, p9 e p7 (que envolvem o 
RNA do HIV) e pl7 (que constitui a matriz lipoproteica que reveste a superficie interna da sua membrana). 

O gene pol codifica as enzimas cruciais para o ciclo de replicagao viral, como a p66 e a p51, que sao componentes da 
transcriptase reversa. Eles fazem a transcrigao do RNA viral para o DNA complementar (cDNA). Outros produtos do gene pol 
sao: a integrase (p31), que integra o DNA viral ao cromossomo da celula hospedeira, originando o chamado provirus; protease 
(plO), que cliva os precursores proteicos do gag e pol em unidades ativas menores; a RNAse e a ribonuclease. O genoma do 



HIV possui ainda genes regulatorios que controlam a replicapao viral e a infectividade, como: transativador (tat), regulador de 
expressao viral (rev), fator negativo (nef) e outras enzimas como vif vpr e vpu (Figura 20.5). Os produtos dos genes do HIV-1 e 
do HIV-2 estao apresentados na Tabela 20.3. 
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Figura 20.5 Estrutura do HIV-1. Adaptada de Fanales-Belasio et at., 2010. 6 

■ Ciclo de replicagao viral 

A particula viral do HIV-1 mede cerca de 100 nm e e revestida de membrana rica em lipoprotelnas onde se localizam 
heterodfmeros glicoproteicos compostos de gpl20 na superffcie externa e gp41 transmembrana. A ligagao entre o gpl20 e o 
gp41 nao e covalente e, dessa maneira, o gpl20 pode soltar-se espontaneamente e ser encontrado livre no plasma ou no tecido 


linfatico. 

Tabela 20.3 Produtos dos genes do HIV-1 e HIV-2. 

Gene 

Produtos 

HIV-1 

HIV-2 

Envelope (env) 

Precursor da glicoprotelna do env 

gpi60 

gp140 


gp do envelope externo 

gpi20 

gpl 05/125 


gp transmembrana 

gp41 

gp36 

Core {gag) 

Precursor da protelna do gag 

p55 

p56 


Protelna do capsldio viral 

p24 

p26 
















Polimerase {pot) 


Proteina da matriz 

pi 7 

pi 6 

Componente da transcriptase 

p66 

p68 

reversa 



Componente da transcriptase 

p51 

p53 

reversa 



Integrase 

p31 

p31/34 

Protease 

plO 

plO 


Adaptada de Ministerio da Saude, 2013 5 e Murray, 2007 7 . 


A replicagao viral inicia-se com a interagao entre o gpl20 do HIV-1 e o receptor celular presente no LT CD4+. A ligacao e 
estabilizada pelo receptor de quimiocinas que atua como correceptor do CD4, sendo o CXCR4 (T-tropico) indutor de sincfcios, 
expressos tambem em varias celulas, e o CCR5 (M-tropicos) nao indutor de sincfcios, presentes em macrofagos, celulas 
dendrfticas e LT ativados. Essas interacoes resultam na mudanga conformacional do gpl20 e do gp41, o qual promove a fusao 
do HIV-1 com a membrana de LT CD4+. A seguir, o capsfdio contendo o RNA viral e as enzimas sao liberados no citoplasma 
celular (descapsidagao). A enzima transcriptase reversa (TR) funciona como DNA polimerase RNA dependente e, assim, 
sintetiza o cDNA. Apos sfntese do cDNA, a RNase H degrada o RNA, e o DNA polimerase dependente do DNA duplicara o 
cDNA. Assim, o DNA resultante, de dupla fita, ao ser transportado para o nucleo, pode ser integrado ao genoma da celula 
hospedeira pela agao da integrase, resultando no denominado DNA proviral. Por outro lado, o cDNA pode servir de molde para 
a sfntese do RNA viral, necessario para a montagem de novas partfculas virais. 

Ao final do ciclo de replicagao, a nova partfcula viral e liberada, por brotamento, atraves de membrana celular do LT 
infectado, levando junto com ele diferentes protefnas do hospedeiro, como protefnas do HLA das classes I e II e protefnas de 
adesao que facilitarao a ligagao a outra celula-alvo (Ligura 20.6). 

Todo o ciclo completa-se em cerca de 24 h. A ativagao da transcrigao e da expressao genica e modulada pelo fator de 
transcrigao celular e pelos genes regulatorios do virus, como tat, rev, nefe vrp, sendo os dois primeiros os mais importantes no 
controle da replicagao viral. A RT e passfvel de muitos eri'os durante a replicagao, o que permite originar cepas com pequenas 
altcragoes geneticas, que, acumuladas no decorrer da infecgao, resulta em grande numero de quasispecies. 

HIV-2 


O HIV-l e o HIV-2 sao semelhantes em varios aspectos, porem diferentes quanto a virulencia e patogenicidade. Enquanto o 
HIV-1 se disseminou rapidamente pelo mundo, o HIV-2 permaneceu restrito a determinadas rcgioes, mas e no oeste da Africa 
onde se concentra a maioria dos infectados. Outras rcgioes apresentam tambem importante prevalencia desse virus, como a 
Europa, notadamente em Portugal, e os continentes americano e asiatico, provavelmente devido a emigragao da Africa. 

O HIV-2 e nitidamente menos patogenico que o HIV-1 e apresenta menor taxa de transmissao, o que pode ser atribufdo a 
menor carga viral em indivfduos assintomaticos. Os testes sorologicos para anti-HIV 1+2 incluem peptfdio contendo epftopo 
imunodominante da glicoprotefna principal do HIV-2, gp36 em conjunto com os antfgenos gp41 recombinantes e/ou peptfdios 
sinteticos do HIV-1 (incluindo-se o do grupo O), detectando, assim, ambas as infecgoes. Amostras reagentes devem ser 
submetidas aos testes suplementares capazes de distinguir entre os dois tipos de HIV, sendo o WB e a PCR os mais 
empregados. Muitos dos TR disponfveis detectam e diferenciam os anticorpos contra HIV-1 daqueles do HIV-2. 

HTLV I/ll 


O virus linfotropico de celulas T humano (HTLV) foi isolado pela primeira vez em 1980, de um paciente com linfoma cutaneo 
de celulas T nos EUA, e a seguir no Japao, de pacientes com leucemia/linfoma de celulas T de adulto (ATL ou ATcLL. adult T- 
cell leucemia/lymphoma). 

Dois anos depois, foi descoberto o segundo HTLV em paciente com tricoleucemia. Os dois virus eram muito semelhantes, 
porem distintos em muitos aspectos, sendo assim chamados de HTLV-1 e HTLV-2. A transmissao ocorreu de primatas para 
humanos e, apos sucessivas evolugdes por passagens entre especies, resultou no atual HTLV-1 e HTLV-2. 





Ambos sao membros do genero Deltarretrovirus, familia Retroviridae e possuem estrutura genomica com homologia de 
cerca 85% na regiao do gene gag e de 65% na regiao do env. 

Apresentam no seu genoma 2 fitas simples, identicas de RNA. Os genes estruturais, gag, env e pol, sao comuns aos 
retrovirus, porem possuem uma regiao chamada de pX, provavelmente envolvida na oncogenese. Sao encontrados genes 
reguladores, como tax, rex e HBZ , e outros com funcao pouco conhecida. 

Ambos os virus tem ampla distribuigao mundial, porem sao mais prevalentes na Africa Subsaariana, no sul do Japao, no 
Caribe, na America Central e do Sul. A infecgao por HTLV-2 e endemica entre os indios da America, porem restrita a certas 
regioes. 



Figura 20.6 Ciclo de replicagao do HIV. 1. Ligagao, fusao e entrada. 2. Descapsidagao. 3. Transcrigao reversa. 4. Integragao do DNA 
viral no cromossomo da celula hospedeira. 5. Slntese de protelnas e montagem do HIV. 6. Brotamento e liberagao do HIV. Adaptada 
de Fanales-Belasio eta/., 2010. 6 

Estima-se que cerca de 10 a 20 mi I hoes de pessoas no mundo estejam infectadas pelo HTLV-1, porem a maioria e 
assintomatica. Apenas 5%, aproximadamente, desenvolvem a doenga apos decadas de infecgao. 

As vias de transmissao mais importantes sao: aleitamento materno, sexual, transfusao de sangue e transplantes. No 
aleitamento materno ocorre a passagem de celulas T do leite da mae infectada para o filho. Dependendo da carga viral materna, 
do tempo de aleitamento e da resposta imune materna, a transmissao pode chegar a taxas de 20%. A transmissao intrauterina e 
mais rara, cerca de 5%. 































A manifestagao clfnica mais importante do HTLV-1 e a ATL. que pode ocorrer em 2 a 4% dos infectados. Consiste em 
linfoproliferagao maligna de LT CD4+ e e extremamente grave, tipicamente fatal. Outra doenga importante que pode ocorrer 
em 1 a 2% dos infectados e a paraparesia espastica tropical (TSP, tropical spastic parapresis), conhecida tambem pelo nome 
mielopatia associada a HTLV (HAM-HTLV associated mielopaty ) e caracterizada como uma doenga degenerativa lentamente 
progressiva, com envolvimento do trato corticospinal e toracico. Manifesta-se, principalmente, por fraqueza muscular nas 
pernas, hiper-reflexia, incontinencia urinaria e impotencia, mas outras manifestagoes como oculares, dermatologicas e 
psiquiatricas podem ocorrer. 0 diagnostico laboratorial e feito pela detecgao de anticorpos anti-HTLV-1/2 no soro ou no liquido 
cefaloiTaquidiano. 

0 HTLV-2 nao esta associado a malignidade, mas, raras vezes, pode estar relacionado a doengas neurologicas semelhantes 
a HAM/TSP. Observam-se diferengas no tropismo entre os dois tipos virais, sendo LT CD4+ para o HTLV-1 e LT CD8+ para o 
HTLV-2. Atualmente, sao descritos mais dois novos retrovirus, o HTLV-3 e o HTLV-4, porem a sua associagao com doengas e 
pouco conhecida. 

0 diagnostico laboratorial da infecgao por HTLV-1 e HTLV-2 e feito por testes sorologicos, sendo o ELISA e a QL os 
mais empregados na triagem. Os testes de terceira geragao, usados atualmente, detectam anticorpos contra fragoes antigenicas 
recombinantes e/ou peptidios sinteticos especfficos do HTLV, baseados no formato sanduiche. Os antigenos mais empregados 
consistem em: GD21 (proteina do envelope viral recombinante tanto do HTLV-1 como do HTLV-2), rgp46-I e rgp46-II, 
respectivamente do tipo 1 e do 2, alem de pl9, p24, p26, p28, p32, p36 e p53. 0 criterio de interpretagao deve ser o preconizado 
pelos fabricantes, que classificam os resultados como positivo, negativo e indeterminado. 

Entretanto, esses testes sao passfveis de resultados falso-positivos e, ainda, nao permitem distinguir entre o HTLV tipo 1 e 
o tipo 2. Assim, as amostras reagentes necessitam ser confirmadas pelo teste suplementar, sendo o WB o mais empregado. A 
modalidade imunoensaio de linha (LIA, line immunoassay) pode ser empregada como alternativa ao WB com a vantagem de a 
leitura ser mais facil, pois as reagoes ocorrem sobre cada uma das fragoes antigenicas colocadas sobre o suporte solido, em 
locais determinados e identificados adequadamente. Literaturas recentes demonstram a superioridade desse teste quanto a 
sensibilidade em relagao ao WB. Assim, alem de confirmar os resultados do teste de triagem, distingue entre os dois tipos de 
HTLV pela presenga ou nao de reatividade contra fragoes especificas para cada um. 

A sensibilidade do WB para detecgao de anti-HTLV-1 varia em torno de 92,3 a 100% e a especificidade, de 86 a 97,5%, 
conforme literatura, e, para HTLV-2, sensibilidade de 73 a 85% e especificidade de cerca de 100%. Entretanto, a frequencia de 
resultados indeterminados, ou seja, de amostras que nao preenchem criterios de positividade nem de negatividade, e geralmente 
muito elevada, necessitando de um segundo teste confirmatorio. Atualmente, testes moleculares vem sendo cada vez mais 
utilizados como teste suplementar/confirmatorio, facilitados pela disponibilidade de reagentes e equipamentos no mercado, 
alem do custo que vem se tornando mais acessfvel. A PCR em tempo real tem sido a mais utilizada nas rotinas de diagnostico, 
porem a sua sensibilidade ainda nao e a ideal, principalmente para diagnostico em pacientes coinfectados com HIV e HTLV. 

Publicagoes governamentais e de institutos e centros de pesquisa podem ser encontradas, como referenda, para diagnostico 
da infecgao pelo HIV e HTLV, como as Diretrizes, Manual Tecnico e Recornendagoes e outros, que propiciam a atualizagao e a 
padronizagao de condutas laboratoriais. 
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Capitulo 21 

Infeqoes Virais | Hepatites 


Kioko TakeieJoilson O. Martins 


Introdugao 

O termo hepatite engloba todos os processos inflamatorios do figado de diversas etiologias, como: 

• Virus: hepatite A (HVA), hepatite B (HBV), hepatite C (HCV), hepatite D (HDV), hepatite E (HEV) e hepatite G (HGV), que, 
por serem virus hepatotropicos, tem como alvo principal o figado. Outros virus tambem podem causar a hepatite, como 
citomegalovirus, herpes, Epstein-Barr, virus da rubeola e da dengue, porem, ela e secundaria a infeccao principal 

• Bacterias 

• Parasitas 

• Doengas autoimunes 

• Drogas e alcool 

• Doengas metabolicas 

• Outros. 

Apesar da diversidade de etiologias, as hepatites manifestam-se clinicamente de maneira muito semelhante, como cansago, 
mal-estar, febre, nauseas, anorexia, desconforto na regiao do abdome e, em alguns casos, icterfcia, coluria (urina escurecida) e 
acolia fecal (fezes esbranquigadas). As hepatites de origem viral sao na maioria assintomaticas, mas podem evoluir para formas 
graves como a cirrose e o carcinoma hepatocelular (CHC), anos a decadas apos a infecgao. 

O diagnostico das hepatites virais baseia-se fundamentalmente nos dados clinicos, epidemiologicos e laboratoriais. Os 
testes laboratoriais sao decisivos para definir o agente causador, podendo ser por meio de testes sorologicos especificos e/ou 
pela detecgao do acido nucleico viral. Os testes bioquimicos e hematologicos sao importantes para avaliar o dano hepatico e de 
sua fungao, mas nao esclarecem a etiologia da doenga. 

Os virus hepatotropicos podem ser distinguidos de acordo com sua forma predominante de transmissao em: 

• Virus de transmissao fecal-oral: HAV e HEV 

• Virus de transmissao parenteral: HBV, HCV, HDV e HGV. 

Essas vias de transmissao representam diferengas no comportamento epidemiologico, como no caso do HAV e HEV, cuja 
transmissao fecal-oral resulta da contaminagao de agua e alimentos com residuos fecais, principalmente em rcgioes de 
condigoes higienico-sanitarias precarias. Nas rcgioes litoraneas, a contaminagao de moluscos marinhos que habitam locais onde 
os esgotos sao langados constitui importante via de transmissao do HAV. Essa capacidade de provocar epidemias a distancia 
deve-se a alta estabilidade do HAV no ambiente, mantendo a sua infectividade mesmo sob condigoes adversas. 

Em instituigoes fechadas onde ocorre o confinamento de individuos (principalmente creches, orfanatos e instituigoes 
psiquiatricas), funcionarios, criangas e pacientes infectados, com conduta higienica inadequada, podem disseminar o HAV para 
as pessoas nao imunes. A taxa de transmissao sera maior se o transmissor estiver na fase de incubagao da hepatite A, quando a 
excregao viral nas fezes atinge o seu pico. Essas caracterfsticas favorecem a disseminagao viral na populagao na forma de surtos 
epidemicos. 

Nas hepatites B e C a via parenteral e o principal modo de transmissao, porem para o HBV a via sexual tambem e muito 
importante. Por ser na maioria das vezes assintomatico, o individuo infectado desconhece o estado de portador e nao se previne 




adequadamente para evitar a transmissao, podendo inclusive doar sangue nos bancos de sangue. 

O perfodo prodromico das hepatites agudas caracteriza-se por sintomas inespecfficos semelhantes ao um resfriado comum, 
com dor de cabeca, febre baixa, fadiga, mialgia, anorexia, nauseas e vomitos e podem variar de alguns dias a semanas. Na fase 
icterica, quando presentes, observam-se ainda coluria (urina escurecida), acolia fecal (fezes esbranquicadas) e esplenomegalia. 
Raros indivfduos na fase aguda apresentam uma forma extremamente grave, a hepatite fulminante com insuficiencia aguda 
grave e falencia hepatica. 

As provas bioqufmicas mais importantes sao as dosagens das enzimas hepaticas [alanina aminotransferase (ALT) e 
aspartato aminotransferase (AST)], que se elevam muito precocemente, antes mesmo dos sintomas clinicos, mantendo-se em 
niveis elevados e declinando a seguir a normalidade em ate 6 a 8 semanas. A concentracao serica da ALT, nas hepatites, e mais 
elevada que a AST e e util no diagnostico, no monitoramento e como criterio de cura apos tratamento. Outras provas sericas 
como a fosfatase alcalina, a gama glutamiltransferase (GGT) e as bilirrubinas totais e fragile direta auxiliam na aval i agao da 
fungao hepatica. 

O HGV, tambem conhecido como GB vfrus-C (GBV-C), foi descrito em 1995. Trata-se de um virus RNA de fita simples 
que pertence a familia Flaviviridae. O HGV pode ser transmitido por varias vias, como sangue e derivados, sexual e a vertical 
(de mae infectada para o filho). 

Ate o momento, nao se conhece a real participagao do HGV (testes moleculares e metodos sorologicos) como causador das 
hepatites devido a sua alta prevalencia na populagao normal. Quase todos os portadores sao assintomaticos e, apesar de muitas 
pesquisas feitas para demonstrar a associagao entre esse agente e a doenga hepatica grave, nao foram obtidos resultados 
conclusivos. Assim, nao sera abordado neste capitulo, ja que os testes laboratoriais nao sao realizados como rotina para 
diagnostico, triagem de doadores de sangue e exames pre-natais. 

A Tabela 21.1 mostra, resumidamente, as principals caracterfsticas das hepatites causadas pelos virus A, B e C. Listam-se, 
a seguir, os antivirais disponiveis no Brasil para tratamento da hepatite C cronica: 3 

• Daclatasvir (DCV): inibidor do complexo enzimatico NS5A 

• Simeprevir (SIM): inibidor de protease NS3/4A 

• Sofosbuvir (SOF): analogo de nucleotidio, que inibe a polimerase do HCV 

• Associagao de ombitasvir (3D, inibidor do complexo enzimatico NS5A), dasabuvir (inibidor nao nucleosidico da polimerase 
NS5B), veruprevir (inibidor de protease NS3/4A) e ritonavir (potencializador farmacocinetico) 

• Associagao de ledipasvir (LED, inibidor do complexo enzimatico NS5A) e sofosbuvir (SOF, analogo de nucleotideo que inibe 
a polimerase do HCV) 

• Associagao de elbasvir (EBR, inibidor do complexo enzimatico NS5A) e grazoprevir (GZR, inibidor da protease NS3/4A). 


Tabela 21.1 Principals caracterfsticas dos virus das hepatites A, B e C. 

Caracteristicas 

HAV 

HBV 

HCV 

Virologia 

Genoma 

RNA simples fita, polaridade 
positiva 

(7.500 bases) 

DNA parcialmente duplicada 

(3.200 bases) 

RNA simples fita, polaridade 
positiva (9.600 bases) 

Estrutura 

280 nm, nucleocapsfdio e nao 
possui envelope* 

42 nm, nucleocapsfdio e 
envelope 

50 nm, nucleocapsfdio e 
envelope 

Classificagao 

Hepatovirus, familia 

Picornaviridae 

Orthohepadnavirus, 

Hepadnaviridae 

Hepacivirus, familia 

Flaviviridae 

Genotipos 

3 genotipos principals de 

origem humana e 6 subtipos 

8 genotipos 

6 genotipos principals e 50 

subtipos 

Frequencia de mutagoes 

Desconhecida 

Baixa 

Alta 

Meia-vida viral 

Desconhecida 

2 a 3 dias 

3 h 


Produgao viral 

Desconhecida 

10 10 a 10 12 vfrions/dia 

10 12 vfrions/dia 

Epidemiologia 

Prevalencia mundial 

>1,5 milhao de infecgoes/ano 

350 mi Hides de infectados 

cronicamente 

170 milhoes de infectados 

cronicamente 

Transmissao 

Oral-fecal 

Via parenteral (sangue e 
derivados e por uso de drogas 

IV), sexual e vertical 

Via parenteral (sangue e 
derivados e drogas IV) e 

outras vias 

Infecciosidade 

2 semanas antes ate 1 semana 

apos o infcio da icterfcia ou 

do aumento dos nfveis de 

enzimas hepaticas 



Historia natural da infecgao 

Incubagao (dias) 

15 a 50 

Media 28 

40 a 112 

Media 60 a 90 

40 a 120 

Manifestagoes clfnicas 

Mais assintomatica em 

criangas (ate 6 anos) 
Frequentemente sintomatica 

em adultos 

Frequentemente 

assintomatica em adultos 

Cerca de 80% assintomatica 

Persistencia de infecgao 

Autolimitada, nao evolui para 

cronica 

Transmissao vertical: 

RN: > 90% cronicos, < 10% 

em adultos 

70 a 85% de cronicos apos 
infecgao aguda 

Tratamento 

Tratamento baseado no 

IFN-a 


IFN-a peguilado 

Lenta redugao na viremia 

< soroconversao para anti- 

HBs 

IFN-a peguilado + ribavirina 

Eliminagao viral em 45 a 

85% dependendo do genotipo 
Redugao rapida da viremia 

Tratamento sem IFN-a 

Cuidados basicos 

Analogos de nucleotfdios ou 

de nucleosfdios 

Nao elimina cccDNA 

Rapida redugao da viremia 

Antivirais de agao direta 

Rapida redugao da viremia 

Nao elimina cccDNA do 

HBV 


*Descrito recentemente como HAV com envelope viral. 

EIA: ensaio imunoenzimatico; cccDNA: circular covalentemente fechado. 
Adaptada de Shin eta!., 2016 1 ; Ministerio da Saude, 2015 2 . 


Hepatite A 

O HAV pertence ao genero Hepcitovirus da famflia Picornaviridae. Possui genoma constitufdo por RNA de fita simples, de 
polaridade positiva, que codifica uma poliprotema de 2.225 aminoacidos do qual resultam tres protemas estruturais do capsfdio 
viral (VP1, VP2 e VP3). A VP4, tambem do capsfdio viral, e encontrada apenas durante a formagao da partfcula viral e nao no 
virus maduro. As protemas nao estruturais, 2A, 2B, 2V, 3A, 3B, 3C pro e 3D po1 , sao essenciais na rcplicacao viral, que comeca 




com a descapsidagao do RNA viral do qual uma copia do RNA complementar de polaridade negativa e produzida 
(intermediario replicativo). Este servira de molde para a sintese de RNA de polaridade positiva cuja funcao e ser decodificada 
para produgao de novas proteinas virais ou entao utilizada para a formacao de novas particulas virais. 

No ser humano, distinguem-se tres genotipos do HAV, o HAV-I, o HAV-II e o HAV-III, sendo o tipo I o mais prevalente. 
Uma vez introduzido no individuo por via oral, o HAV resiste ao pH do estomago e alcanna o intestino, de onde passa para as 
vias mesentericas e para o figado, local em que ocorre a rcplicacao viral. As novas particulas virais sao excretadas pela bile e 
eliminadas pelas fezes. 

■ Epidemiologia e aspectos cli'nicos 

A infecgao por HAV e altamente prevalente nos paises em desenvolvimento, dado o modo de transmissao fecal-oral 
caracterfstico das baixas condigoes higienico-sanitarias. Com frequencia, a transmissao de HAV ocorre logo na infancia quando, 
em geral, a infeccao e assintomatica ou oligossintomatica. Consequentemente, quase 100% dos individuos dessas regioes 
chegam a vida adulta imunes ao HAV, com anticorpos sericos anti-HAV da classe IgG. 

Ja nas regioes onde a populagao apresenta nivel socioeconomico mais alto e condigoes de saneamento melhores, a 
prevalencia de anticorpos e mais baixa, o que traduz a existencia de populagao adulta ainda suscetivel ao HAV. 

Segundo a Organizagao Mundial da Saiide (OMS), a estimativa mundial e de 1,4 milhao de novos casos/ano. No Brasil, 
ocorrem cerca de 130 novos casos/100 mil habitantes, porem tem-se observado tendencia a queda, desde 2006. 

A hepatite A apresenta curto perfodo de viremia e nao evolui para formas cronicas, tornando o risco de transmissao por 
transfusao sanguinea insignificante. E uma doenga benigna, autolimitada e assintomatica quando adquirida na infancia, com 
raros casos de hepatite fulminante. Seu inicio e abrupto e os sintomas sao semelhantes aos de outras hepatites virais. 

Apos a fase aguda da infeccao, seja ela sintomatica ou assintomatica, o individuo torna-se imune, pois os anticorpos IgG 
produzidos sao protetores e previnem contra novas infeccoes. 

O HAV apresenta heterogeneidade antigenica pequena, o que garante a protegao cruzada para as diferentes cepas. 

■ Diagnostico 

O diagnostico da fase aguda e feito pela detecgao de anticorpos anti-HAV IgM no soro. Estes positivam cerca de 1 semana apos 
a infecgao e persistem cerca de 4 meses ou ate 6 meses em alguns casos. 

Os anticorpos anti-HAV IgG sao detectaveis logo apos a positivagao do IgM e permanecem toda a vida. O encontro de IgG 
nao auxilia no diagnostico da fase aguda da doenga, ja que nao diferencia anticorpos adquiridos na infecgao recente daqueles 
adquiridos no passado, mas identifica se os individuos sao imunes ou suscetiveis a infecgao por HAV. 

Nas regioes de baixa prevalencia da infecgao por HAV e com alta frequencia de individuos nao vacinados, o diagnostico 
laboratorial deve ser feito por meio dos testes para detecgao de anti-HAV IgG e para IgM. A ausencia de IgG exclui a infecgao e 
a presenga de IgG e IgM confirma a infecgao aguda por HAV (Figura 21.1). 

A vacinagao e altamente eficaz e recomendada dependendo do grau de endemicidade. No Brasil, a vacina contra hepatite A 
e oferecida nos postos de saiide, pelo Ministerio da Saiide, para criangas de 1 a 2 anos em uma linica dose, com protegao 
permanente em 95% dos vacinados. 

Atualmente, tambem estao disponiveis as vacinas combinadas para hepatites A e B, compostas, respectivamente, de virus 
inativado do HAV e antigeno HBsAg recombinante. Sao recomendadas para todas as idades em individuos nao imunes. 

Hepatite B 

O HBV foi descrito pela primeira vez por Blumberg et al. A em 1965, com o nome de antigeno australiano, por ter sido 
encontrado pela primeira vez em um aborfgene australiano. Muitos nomes foram dados a hepatite B e ao HBV no passado, 
como hepatite soro-homologo, hepatite de longo perfodo de incubagao, antigeno australiano, antigeno Au e AuSH. 

■ Virus 

O HBV pertence ao genero Hepcidnavirus da familia Hepadnaviridae. Possui genoma constituido de DNA parcialmente 
duplicado, de 3,2 kb, que, com a enzima DNA polimerase, e envolto em nucleocapsidio proteico ou core (HBcAg) de 27 nm. 
Externamente, e recoberto por um envelope lipoproteico proveniente da celula infectada onde o virus foi produzido. 

Os genes S, core, pol e X codificam, respectivamente, as proteinas do envelope, do capsidio, do DNA polimerase e da 
proteina regulatoria X do HBV. 



As protefnas virais do envelope, produtos dos genes pre-Sl, pre-S2 e S, respectivamente, grande, media e pequena, 
constituem o HBsAg (antfgeno s). Os genes core e pre-core (C e pre-C) codificam as protefnas do capsfdio viral (HBcAg), e o 
HBeAg constitui um produto processado do gene pre-C que e liberado livre na circulagao e e um importante marcador de 
replicagao viral e infectividade. 0 gene pol codifica a enzima polimerase que tem varias fun goes, entre as quais a de 
transcriptase reversa. 0 HBx modula as varias etapas do ciclo celular e tem sido, recentemente, implicado na patogenese do 
CHC. 



Figura 21.1 Marcadores sorologicos da hepatite A aguda. 

A replicagao do HBV e bastante complexa e ocorre de maneira peculiar, envolvendo multiplas etapas, inclusive a 
transcrigao reversa do RNA intermediario (pregenomico) para o DNA, mecanismo tambem utilizado pelos retrovirus para 
possibilitar a integragao do DNA no cromossomo da celula hospedeira. 

A taxa de mutagao de Hepadnavirus e muito superior a de demais DNA virus. A ausencia de atividade revisora da 
polimerase viral nao possibilita o reparo dos erros ocorridos durante a transcrigao reversa e permite que as mutagoes sejam 
frequentes. O acumulo de populagao viral com divergencia na sequencia completa de nucleotfdios, de 8% ou mais, classificam- 
no em dez diferentes genotipos, designados pelas letras A a J e, dentro desses, em subtipos. No Brasil, sao encontrados os 
genotipos A, B, C e D, com predominancia do A. 

Os genotipos/subtipos do HBV tem sido alvo de muitas pesquisas que relatam a influencia na atividade e na progressao da 
hepatite B, a taxa de soroconversao para anti-HBe, o padrao de mutagao da regiao do core e a resposta ao tratamento. A 
diversidade genetica do HBV e a distribuigao geografica mundial sao bastante diversas e oferecem dados para a historia da 
evolugao do virus. 

A partfcula viral completa (partfcula de Dane), infectante, apresenta tamanho aproximado de 42 nm. Entretanto, a grande 
maioria das partfculas encontradas no plasma consiste apenas em HBsAg, que estao na forma de partfculas subvirais, esfericas 
(17 a 25 nm) e tubulares (media de 20 nm). Essas partfculas nao sao infectantes por nao conterem o genoma do HBV. 

■ Epidemiologia 

A hepatite B e considerada um problema de saude publica global. Cerca de 2 bilhoes de indivfduos no mundo sao infectados por 
HBV e 350 a 400 milhoes sofrem de infecgao cronica. 

As consequencias mais graves dessa infecgao sao insuficiencia hepatica, cirrose e CHC, o qual leva a morte cerca de 1 





milhao de infectados no mundo, por ano. 

Dados recentes 5 mostram que cerca de 45% dos infectados por HBV pertencem as areas altamente endemicas (prevalencia 
media > 8%), como China, Sudeste Asiatico, maioria dos paises da Africa e das ilhas do Pacifico e Amazonia. Nessas rcgioes. 
grande parte das transmissoes ocori'cu na infancia. Aproximadamente, 43% dos infectados pertencem a regiao de media 
endemicidade (2 a 7%), como parte central, sul e sudoeste da Asia, leste e sul da Europa, Russia e Americas Central e do Sul. 
Apenas 12% pertencem a area de baixa endemicidade (< 2%), como America do Norte, Europa, Australia, Japao e parte do 
Brasil. 

Atualmente, com a introdugao da vacina contra hepatite B, a prevalencia dessa infecgao tem mostrado importante queda. 
Entretanto, ela ainda e variavel dependendo da cobertura vacinal da populacao. 

■ Aspectos clinicos 

Clinicamente, a infecgao pelo HBV ocorre de modo muito variavel, sendo subclinica ou inaparente na maioria dos casos. 
Apenas 25 a 35% deles expressam sinais e sintomas da doenga acompanhados ou nao de icterfcia. 

O perfodo de incubagao e o mais longo entre os virus hepatotropicos, sendo de 1 a 16 semanas (alguns ate 24 semanas), 
mas pode ser menor se o inoculo for grande e transmitido por via percutanea. 

O HBV nao e diretamente citopatico. A agressao e a lesao dos hepatocitos sao decorrentes do mecanismo imunologico, 
com resposta celular mediada por linfocitos T citotoxicos contra as celulas hepaticas infectadas. 

O curso da infecgao depende da complexa interagao entre o sistema imune do hospedeiro e o HBV, o que resulta em 
diferentes expressoes clinicas, desde as subclinicas ate as mais graves com insuficiencia hepatica e progressao para cirrose e 
CHC, apos cerca de 2 a 3 decadas, respectivamente. 

As formas clinicas das hepatites B podem ser classificadas em agudas e cronicas. A hepatite B aguda e em geral benigna e 
autolimitada, com raros casos de falencia hepatica aguda (hepatite fulminante). Os sinais e sintomas sao semelhantes aos de 
uma infecgao viral inespecifica, motivo pelo qual o individuo nao procura um servigo medico e assim nao tem o diagnostico 
estabelecido, exceto em casos mais aparentes como as formas ictericas. 

A hepatite B fulminante e extremamente grave, mas rara, com frequencia de cerca de 0,1 a 0,5% das hepatites agudas. 
Decorre da resposta imune exacerbada, com lesao maciga das celulas hepaticas infectadas, resultando em alta taxa de 
mortalidade. 

A resolugao da hepatite depende de uma vigorosa resposta celular policlonal contra os epitopos derivados de varias regioes 
do envelope, do nucleocapsidio e da polimerase do HBV, que ao destruirem as celulas hepaticas infectadas eliminam o HBV. 
Contribui tambem, para a eliminagao viral, as citocinas antivirais como a interferona gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral 
(TNF), assim como os anticorpos neutralizantes anti-HBs que protegem contra novas infecgoes por HBV. As lesoes hepaticas e 
as alteragoes enzimaticas voltam a normalidade com o decorrer do tempo. 

Nos individuos com deficiencia na resposta imune observa-se maior suscetibilidade para se tornarem cronicos, por serem 
incapazes de montar uma resposta adequada a eliminagao viral. 

A infecgao cronica caracteriza-se pela persistencia do HBsAg e pela presenga de DNA do HBV no plasma por mais de 6 
meses. Cerca de 95% dos recem-nascidos, 20 a 30% de criangas entre 1 e 5 anos e < 5% dos adultos tornam-se cronicos. 

No caso de transmissao vertical, os recem-nascidos ou criangas da baixa faixa etaria podem apresentar falta de reatividade 
ao HBV. Essa condigao, provavelmente, deve-se a tolerancia imunologica aos antigenos virais, o que permite a persistencia do 
HBV sem muita agressao hepatica, apesar de apresentarem altos niveis de viremia, com cronificidade em cerca de 90% dos 
casos. O HBeAg, molecula pequena e soluvel, ao atravessar a barrelra placentaria, expoe o feto a esse antigeno, induzindo a 
tolerancia parcial do seu sistema imune ao HBV. A imaturidade imunologica do feto/recem-nascido pode tambem ser 
considerada como um fator adicional desfavoravel. As condigoes que levam a evolugao para o CHC nao sao bem conhecidas, 
mas provavelmente sao multifatoriais. A maioria dos pacientes com CHC possui o DNA do HBV integrado nas celulas 
hepaticas resultando na ativagao e na supressao de varios genes. Mesmo nao sendo diretamente oncogenica, essa condigao 
associada a fatores do hospedeiro pode levar a transformagao neoplasica dos hepatocitos. 

■ Marcadores laboratoriais 

Na infecgao aguda, o primeiro marcador detectavel e o DNA do HBV, cerca de 3 semanas apos a infecgao, por tecnicas 
moleculares. Testes como a reagao em cadeira da polimerase em tempo real ( real-time PCR ) sao extremamente sensiveis; 
podem ser automatizados para grandes rotinas e adquiridos comercialmente com capacidade de detecgao, em geral, de < 10 
UEmf de soro ou plasma. Testes quantitativos sao menos sensiveis que os qualitativos, mas apresentam ampla faixa de 


linearidade, sendo muito importantes para seguimento terapeutico. Entretanto, os testes atuais vem apresentando grandes 
avangos na capacidade de detectar nfveis mfnimos de viremia. 

Sorologicamente, primeiro marcador detectado e o antfgeno de superffcie do HBV (HBsAg), cerca de 30 a 40 dias apos a 
infecgao, raras vezes ate 120 dias, antes mesmo das alteragoes das ALT e dos sintomas clfnicos, e persiste cerca de 3 a 4 meses 
apos infecgao aguda. 

Apesar de a diversidade genotfpica ser importante, o HBsAg possui um determinante antigenico comum entre todas as 
cepas encontradas no mundo, denominado pela letra a, o qual define o sorotipo do HBV. Este constitui o antfgeno das vacinas 
por conferir protegao contra todos os sorotipos e tambem o alvo dos anticorpos monoclonais empregados nos imunoensaios para 
detecgao de HBsAg. A sequencia de aminoacidos da regiao a define os subtipos que sao definidos por dois determinantes 
antigenicos mutuamente exclusivos (d/y e w/r) com quatro variantes (wl a w4), como: adw2, ayw4 etc. 

O HBeAg e detectado no sangue na forma soluvel, logo apos a detecgao do HBsAg. Sua presenga reflete uma intensa 
replicagao viral, com carga viral elevada (10 9 a 10 u copias/mG, podendo persistir cerca de 10 semanas na hepatite B aguda. Em 
pacientes cronicos, esse marcador e associado a um mau prognostico, refletindo a persistencia de replicagao viral e alta carga 
viral, progressao para doenga avangada e maior taxa de transmissao. 

A soroconversao para anti-HBe e associada a diminuigao de replicagao viral e ao infcio da resposta imune, indicando um 
bom prognostico. 

O antfgeno do core central, denominado HBeAg, localiza-se no nucleocapsfdio, ou as vezes no citoplasma dos hepatocitos 
de indivfduos infectados, e por isso nao e encontrado livre na circulagao. Somente os anticorpos anti-HBc sao encontrados no 
plasma ou no soro, sendo da classe IgM no infcio da infecgao ate cerca de 6 meses depois. Os anticorpos da classe IgG, 
produzidos logo apos o IgM persistem longo perfodo, em geral toda a vida. A sua presenga no soro marca a infecgao por HBV 
no presente ou no passado. 

O anti-HBs e o ultimo marcador detectado, geralmente entre 1 e 10 semanas apos a negativagao do HBsAg e traduz a 
imunidade contra infecgao por HBV. 

Contudo, no perfodo entre a negativagao do HBsAg e a positivagao do anti-HBs, os testes sorologicos podem nao ser 
capazes de detectar nenhum dos dois marcadores livres na circulagao. Esse perfodo, conhecido como janela do core, deve-se a 
formagao de imunocomplexo entre os dois marcadores (HBsAg/anti-HBs) quando eles estao presentes no plasma em 
proporgoes de equivalencia. Nesse caso, o unico marcador detectavel e o anti-HBc e corresponde ao perfodo em que ainda ha 
potencial risco de transmissao, mas os testes para HBsAg sao negativos. Dessa maneira, a triagem sorologica mais empregada 
para diagnostico da infecgao por HBV e baseada na realizagao simultanea de dois testes: detecgao do HBsAg e de anti-HBcIgG 
ou anti-HBc total (IgG + IgM). 

Nos indivfduos vacinados, anticorpos anti-HBs sao os unicos marcadores encontrados, ja que o antfgeno empregado na 
vacina e composto unicamente das protefnas recombinantes do HBsAg. 

Desse modo, o encontro de anti-HBs e anti-HBc caracteriza indivfduos que se tornaram imunes apos infecgao natural por 
HBV, e o encontro apenas de anti-HBs caracteriza aqueles com imunizagao resultante da vacinagao. 

A Figura 21.2 mostra os marcadores sorologicos principals e as suas interpretagoes nas hepatites B aguda e cronica. 

Varios algoritmos para a triagem sorologica da infecgao pelo HBV tem sido propostos de acordo com finalidade do teste, 
como para diagnostico da infecgao aguda ou cronica, triagem de doadores de sangue ou de orgaos e leite matemo, determinagao 
da imunidade contra hepatite B (por meio da infecgao natural ou de vacinagao), para o exame pre-natal com objetivo de 
identificar risco de transmissao vertical, ou entao para identificar e evitar risco de transmissao ocupacional por acidentes de 
trabalho. 

O Ministerio da Saude, por meio de Manual Tecnico para o Diagnostico das Hepatites Virais 2 , apresenta diversos 
fluxogramas para que os laboratories clfnicos possam optar por aquele que melhor atende as suas necessidades e condicoes de 
realizagao do teste. O Quadro 21.1 mostra dois fluxogramas, um para teste rapido e outro para imunoensaio para detecgao de 
HBsAg e anti-HBc total, entre os varios apresentados no Manual. 
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Figura 21.2 A. Marcadores sorologicos da hepatite B aguda. B. Marcadores sorologicos da hepatite B cronica com soroconversao 
tardia. C. Marcadores sorologicos da hepatite B cronica sem soroconversao. 





























Quadro 21.1 Triagem sorologica para diagnostics da infecgao pelo virus da hepatite B. 


Teste rapido para 
HBsAg em puncao 
digital, soro ou 
plasma 


Fazer teste rapido: 

• Se nao reagente: resultado liberado como “amostra nao reagente para HBsAg” 

• Se reagente: encaminhar o paciente para o servigo de saude para confirmagao do 
diagnostico do HBV 


Imunoensaio para 
HBsAg e 
confirmado por 
anti-HBc total 


Fazer HBsAg: 

° Se nao reagente, resultado liberado como “amostra nao reagente para HBsAg” 
° Se reagente: fazer anti-HBc total 


• Anti-HBc total 


° Se nao reagente, fazer carga viral 

° Se reagente, resultado liberado como “amostra reagente para HBV” 

• Carga viral 

° Se nao detectavel, resultado liberado como “amostra nao reagente para HBsAg” 
° Se detectavel, resultado liberado como “amostra reagente para HBV” 


Adaptado de Ministers da Saude, 2015. 2 


Para triagem sorologica de doadores de sangue, os testes para o diagnostico da infeccao pelo HBV devem ser feitos de 
acordo com a legislagao, respeitando-se as normas tecnicas vigentes. Atualmente, a Portaria n 2 158 6 estabelece regulamentos 
tecnicos de procedimentos hemoterapicos que sao redefinidos periodicamente de acordo com a Politica Nacional de Sangue, 
Componentes e Derivados. Assim, e obrigagao do profissional estar sempre atualizado quanto a essas normas, portarias, 
diretrizes e outras padronizacoes (ver Capitulo 23). 

A triagem sorologica convencional, utilizada em muitos laboratories para o diagnostico da infeccao por HBV, e feita por 
meio de dois testes que sao realizados simultaneamente: um para a deteegao do antigeno de superficie do HBV (HBsAg) e um 
para anticorpos anti-HBc da classe IgG ou IgG+IgM (anti-HBc total). Resultados negativos em ambos os testes excluem a 
infeegao por HBV. 

Quando ambos os testes sao positivos, o teste para detectar anti-HBc IgM permite diferenciar os casos agudos (anti-HBc 
IgM positivo) e os cronicos/infecgao resolvida (anti-HBc IgM negativo). As amostras HBsAg reagentes devem ser submetidas 
aos testes para deteegao do HBeAg e do anti-HBe. 

Na hepatite aguda, o HBeAg positivo esta associado a intensa replicagao viral e alta transmissividade. Ja os anticorpos anti- 
HBe correlacionam-se com o declinio da replicagao e a evolugao favoravel. Em alguns pacientes, a ausencia do HBeAg pode 
ocorrer em casos de hepatite grave mesmo na presenga de anti-HBe e elevados niveis de viremia. Uma hipotese seria a infeegao 
por virus mutante que nao expressa HBeAg. 

Na hepatite cronica, o HBeAg indica mau prognostico, associado a evolugao para formas mais graves de hepatite. Ja a 
negativagao do HBeAg e a soroconversao para o anti-HBe estao associadas a melhor prognostico, seguidas de provavel 
soroconversao para anti-HBs. 

O ultimo marcador a positivar em uma hepatite aguda com evolugao para cura e o anti-HBs, que, sendo neutralizante, 
confere imunidade contra novas infeegoes por HBV. Tanto os anticorpos anti-HBc quanto anti-HBs permanecem longo tempo 
ou a vida toda, na maioria dos infectados. 

HBsAg positivo com anti-HBc negativo pode ocorrer na fase final do periodo de incubagao, a chamada fase pre- 
soroconversao, quando o individuo apresenta o virus no plasma mas ainda nao atingiu niveis detectaveis de anticorpos 
especificos. O mesmo padrao pode ser visto em individuos imunocomprometidos. 

A situagao mais comum na rotina de diagnostico sorologico da hepatite B e a presenga unica de anti-HBc, com ausencia do 
HBsAg ou de outros marcadores. Varias interpretagoes podem ser dadas a esse perfil anomalo: 



• Infeccao ativa com nivel de viremia baixo, indetectavel por testes sorologicos 

• Infeccao passada remota com negativacao do anti-HBs e persistencia do anti-HBc 

• Transferencia passiva de anti-HBc (e/ou anti-HBs) materno para recem-nascido nao infectado, nascido de mae com infeccao 
por HBV no presente ou no passado 

• Janela imunologica do core, na fase final da infecpao aguda em que o HBsAg esta presente no plasma mas se apresenta 
complexado ao anti-HBs e nenhum dos dois sao detectados livres na circulacao; nessa fase somente o anti-HBc sera positivo 

• Infeccao por cepa de HBV que sofreu mutacao no antigeno a, alvo de testes para HBsAg 

• Falso-positivo para anti-HBc. 

A interpretagao mais provavel dos resultados de testes sorologicos pode ser observada, resumidamente, na Tabela 21.2. A 
Figura 21.3 apresenta um fluxograma para diagnostico do HBV. 

Hepatite D 

O HDV e um virus hibrido que possui o RNA e o nucleocapsidio do HDV, mas o envelope viral e do HBV. 

O HDV foi descoberto em 1977 por Rizzetto et al. na Italia, quando os pesquisadores, por meio da tecnica de 
imunofluorescencia, observaram nos hepatocitos de pacientes com formas graves de hepatite B cronica um novo antigeno, 
inicialmente chamado de antigeno da hepatite Delta. 

Anos mais tarde, comprovou-se tratar de um vims satelite dependente do HBsAg do HBV, sendo denominado HDV. Essa 
dupla infeccao e atualmente um grave problema de saude publica por causar infeccoes muito graves e de dificil tratamento. 

O HDV pertence ao genera Deltavirus da familia Deltaviridae e e considerado um virus incompleto ou defectivo, que 
necessita do antigeno de superficie do HBV (HBsAg) para a sua replicagao. 

E o menor entre os virus RNA humano, medindo 35 a 37 nm de diametro. Possui genoma constituido de uma fita simples 
de RNA circular de aproximadamente 1.700 nucleotidios, a qual codifica uma unica proteina estrutural, o antigeno de hepatite 
Delta, que e posteriormente associado ao antigeno de superficie do HBV, formando uma particula viral completa. Esse 
mecanismo e ainda pouco conhecido. 

■ Epidemiologia 

Segundo dados da OMS 7 , aproximadamente 15 milhoes de individuos no mundo sao cronicamente infectados por HBV e HDV, 
e, entre os que sao positivos para HBsAg, 5% tambem sao infectados pelo HDV. 

A hepatite D e endemica principalmente nas regioes onde ha alta prevalencia de infeccao por HBV, como a Amazonia, a 
Africa, a regiao do Mediterraneo e a Asia Central. Nas ultimas duas decadas, sua prevalencia no mundo vem diminuindo em 
consequencia da vacinagao contra HBV. 


Tabela 21.2 Interpretagao de resultados sorologicos da infecgao por HBV. 

Marcadores sorologicos da hepatite B 


HBsAg 

Anti-HBc 

total 

Anti-HBc 

igM 

HBe Ag 

Anti-HBe 

Anti-HBs 

Interpretagao 

+ 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

Hepatite B aguda 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

Incubapao 

+ 

+ 

- 

- 

+ 

+/- 

Soroconversao anti-HBe 

- 

+ 

- 

- 

- 

+ 

Imune apos infecpao natural 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

Imune (vacinado) 

+ 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Cronico: mau prognostico 
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Cronico: bom prognostico 
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Figura 21.3 Fluxograma para diagnostico laboratorial da infecgao por HBV. Adaptada de Ministerio da Saude, 2015. 2 

O HDV, por ser um RNA virus, e desprovido de mecanismo de reparo de erros durante a replicagao viral, resultando em 
genoma altamente variavel de ate 37% na sequencia de nucleotidios. Difeienca > 20% classifica-o em diferentes genotipos. 

Os genotipos do HDV descritos atualmente sao 8 (1 a 8) e distribuidos em diferentes regioes do planeta. O genotipo 1 do 
HDV e o mais prevalente no mundo, e os demais, 2 a 8, apresentam localizacao mais restrita. O genotipo 3 pode ser encontrado 
no norte da America do Sul, notadamente na regiao Amazonica, onde e frequentemente associado as formas muito graves de 
hepatite. 

■ Modos de transmissao e aspectos clinicos 

Coinfecgao 

A via transmissao do HDV e a mesma do HBV. Quando transmitido simultaneamente com o HBV para um individuo suscetivel 
para ambos, resulta em infecgao aguda dupla que pode variar de simples alteragao discreta das enzimas hepaticas ate hepatite 
fulminante. Em geral, o curso clinico da hepatite D aguda e mais grave que a infecgao apenas por HBV, com hepatite 
fulminante observada em cerca de 5% dos casos. 

A evolucao para cronicos e a mesma tanto para infecgao por HBV como para HDV, pois o virus D depende da resol ugao 
do virus B. Dessa maneira, a hepatite D cronica ocorre somente em individuos que nao conseguiram eliminar o virus B, 
resultando em cronicos por infecgao dupla, B e D. 

Superinfecgao 

Quando o HDV e transmitido para um individuo ja previamente portador de HBV cronica, este passa a ter dupla infecgao, 
resultando em hepatite G aguda, com maior probabilidade de hepatite fulminante e progressao mais rapida para doenca hepatica 
grave quando comparada com a infecpao somente pelo HBV. A superinfecgao e de dificil resolucao e persiste enquanto o 
paciente nao eliminar o HBV. Em 10 a 15% dos infectados, pode ocorrer cirrose em cerca de 2 anos. Fatores associados a essa 
evolugao incluem a replicagao ativa do HBV/HDV com alta carga viral e os diferentes genotipos de cada um dos virus. 



































■ Diagnostico sorologico e molecular 

Laboratorialmente, a coinfecgao caracteriza-se pela sobreposigao de marcadores da fase aguda da hepatite B (HBsAg, anti-HBc 
IgM) e da hepatite D (HDAg e anti-HD IgM). O anti-HBc IgM e encontrado somente na coinfecgao e nao na supcrinfccgao, 
tornando esse marcador o de escolha para diferenciar os dois modos de infeegao. 

O HDAg e encontrado no figado, mas sua present'a no plasma e transitoria; assim, a sua deteccao somente e recomendada 
quando nao se dispoe do teste para RNA do HDV. O anti-HDV IgM deve ser interpretado com cuidado, pois pode tambem ser 
encontrado nas formas cronicas da hepatite D. 

A viremia (RNA do HDV) nem sempre e detectavel nas formas subclinicas e discretas. Ja nos casos graves, HDAg e RNA 
do HDV sao detectados precocemente no soro, seguida pela soroconversao anti-HD IgM e IgG. 

Testes moleculares quantitativos, como a PCR com transcricao reversa (RT-PCR) no plasma, sao liteis no monitoramento 
do tratamento da hepatite D cronica. Testes atuais como a real-time PCR sao capazes de detectar grandes variagoes de viremia 
de cerca de ate 10 7 copias de RNA/mf do HDV no soro. 

Hepatite C 

Com a identificagao dos HBV na decada de 1960 e do HAV na decada de 1970 e a padronizagao de testes sorologicos, a 
esperada diminuigao das hepatites pos-transfusionais (HPT) nao foi observada. Essa hepatite, a maioria cronica e transmitida 
por via parenteral, recebeu na epoca a denominagao de hepatite nao A nao B (NANB). 

Nos bancos de sangue, na tentativa de excluir doadores infectados por virus NANB, metodos alternatives de triagem de 
doadores foram introduzidos: a dosagem de ALT para detectar altcracoes da conccntracao de enzimas hepaticas e a deteegao de 
anti-HBc, pois tanto o HBV como o virus NANB compartilham a mesma via de transmissao por sangue. Apesar de nao serem 
testes especificos do agente viral, os dois parametros auxiliaram na redugao da HPT. 

Em 1989, Choo et al* identificaram o primeiro antigeno recombinante que reagia com soros de pacientes convalescentes 
de hepatite NANB. Seguiram-se sucessivas descobertas, e o novo virus foi denominado virus da hepatite C (HCV). 

Estudos realizados 9,10 , a seguir, demonstraram que a maioria das HPT NANB era decorrente do HCV. 

O HCV pertence ao genero Hepacivirus, da familia Flaviviridae, o qual inclui tambem muitos virus transmitidos por 
artropodes, como dengue, febre amarela e outros. A particula viral completa, ou virion, possui genoma constituido de RNA de 
fita simples, de polaridade positiva, o qual e envolta por proteina do core ou nucleocapsidio e externamente pelo envelope de 
bicamada lipidica que contem duas glicoproteinas, a El e a E2. 

O HCV e hoje um dos graves problemas de Saude Publica no mundo. Para essa infeegao ainda nao ha vacina, imunizagao 
passiva nem terapias eficazes. Nao ha, tambem, imunidade cruzada entre os diferentes genotipos; assim, um individuo pode se 
reinfectar por HCV de um outro genotipo diferente do primeiro. 

Apos a introdugao do teste para deteegao dos anticorpos anti-HCV, a frequencia da HPT mostrou queda drastica entre os 
receptores de sangue. 

A prevalencia mundial da infeegao pelo HCV e estimada em 170 milhoes. No Brasil, aproximadamente 1 a 2 milhoes estao 
infectados, e a sua distribuigao varia de acordo com a regiao, sendo de 0,34 a 1,2% entre doadores de sangue. 

O HCV e um RNA virus que se replica preferencialmente nos hepatocitos, nao sendo diretamente citopatico. Apresenta 
consideravel diversidade genomica, resultante de altas taxas de mutagoes, que associadas a falta de uma vigorosa resposta 
imune por celulas T do hospedeiro levam os individuos a infeegdes cronicas. E a principal causa de transplante hepatico em 
pacientes com falencia hepatica. 

■ Transmissao 

A via de transmissao predominante e a sanguinea. A maior prevalencia da infeegao e encontrada entre os usuarios de drogas 
injetaveis, de 55 a 90%. A transfusao de sangue contaminado era tida como uma importante via de transmissao antes da decada 
de 1990, quando os testes sorologicos de pesquisa de anticorpos anti-HCV ainda nao eram disponiveis. 

O risco de transmissao por via sexual e baixo, de cerca de 1 a 3%, e a transmissao ocupacional por acidente perfurocortante 
e menor que 2%. A transmissao vertical e rara, mas pode ser observada em gestantes com alta carga viral. A contaminagao do 
recem-nascido pelo leite materno nao ocorre ou e rarfssima, pois o HCV e inativado por secregoes digestivas. Nao ha casos 
registrados de transmissao por saliva. 


■ Aspectos clinicos 



A infecgao aguda por HCV e tipicamente assintomatica ou muito discreta, com ictericia em menos de 20% dos infectados. 
Assim, o diagnostico da infecgao por HCV e casual e feito, geralmente, na ocasiao da doagao de sangue, do check up, do pre¬ 
natal ou do pre-operatorio, sendo rara a rcalizacao do teste em pacientes com queixa clinica de hepatite. 

Apenas cerca de 30% dos infectados desenvolvem alguns sintomas durante o curso da infecgao, como fadiga, mal-estar, 
anorexia e ictericia. Muitas manifestagoes extra-hepaticas sao relatadas, como a crioglobulinemia essencial mista, a 
glomerulonefrite e manifestagoes dermatologicas como as vasculites. 

Apos a fase aguda, 70 a 85% dos pacientes tornam-se cronicos, apesar da integridade da resposta imune humoral e celular. 
A persistencia viral decorrente da evasao imunologica e atribuida as intensas mutagoes geneticas que originam as quasispecies e 
as altas taxas de replicagao que resultam em elevada carga viral (da ordem de 10 5 a 10 10 UI/m(). A meia-vida do HCV de 
apenas 2,7 h favorece a alta rotatividade das geragoes virais, acumulando populagoes mutantes com o passar do tempo. 

Dos pacientes infectados cronicamente, cerca de 20 a 30% desenvolverao cirrose hepatica em um periodo medio de 20 
anos, e 1 a 5%, CHC apos 20 a 30 anos de infecgao. Muitos fatores do hospedeiro tem sido apontados como risco para a 
progressao para doenga hepatica cronica, como idade, sexo masculino, condigoes imunossupressoras e uso de alcool. 

■ Diagnostico laboratorial 

O RNA do HCV e o primeiro marcador detectado no plasma, em media entre 1 e 3 semanas apos a infecgao. A seguir, antigeno 
do core do HCV pode ser detectavel, aproximadamente 20 a 30 dias de infecgao, seguido da detecgao de anticorpos anti-HCV 
por volta de 30 a 120 dias. 

A elevagao da ALT, decorrente da lesao hepatica, pode ser observada entre 1 e 3 meses de infecgao, com niveis sericos 
tipicamente flutuantes na fase cronica. 

O diagnostico e o acompanhamento laboratorial da hepatite C podem ser feitos baseando-se nos seguintes testes, sendo os 
tres primeiros por imunoensaios e os dois ultimos por tecnicas moleculares: 

• Detecgao de anticorpos anti-HCV 

• Detecgao qualitativa e quantitativa do antigeno do core do HCV 

• Detecgao simultanea do antigeno/anticorpo do HCV 

• Detecgao qualitativa e quantitativa do RNA do HCV 

• Genotipagem. 

Testes sorologicos 

O HCV nao e cultivavel in vitro, assim, os antigenos virais nao estao disponiveis. Antigenos de especificidade definida como 
recombinantes e/ou peptidios sinteticos sao utilizados nos testes diagnosticos, em misturas, para maior eficiencia. 

O HCV possui um genoma constituido de aproximadamente 9.600 nucleotidios. Codifica uma poliproteina de cerca de 
3.000 aminoacidos, posteriormente clivados em, pelo menos, 10 proteinas estruturais (derivadas da regiao do capsidio ou do 
core, e as glicoproteinas do envelope, El e E2) e nao estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B e NS5A e NS5B). Dessas 
proteinas, a cl00-3r (recombinante), derivada do clone inicial 5.1.1 da regiao NS4, constituiu o antigeno para os imunoensaios 
de primeira geragao. 

A adigao das proteinas recombinantes c22-3r (regiao do core) e c33 cr (NS3) ao antigeno de primeira geragao geraram 
antigenos usados nos testes de segunda geragao. A substituigao dos antigenos c22-3r e c33 cr recombinantes pelos peptidios 
sinteticos, c22p e clOOp, juntamente com c33r e a introdugao de uma nova fragao, a NS5r (ambos recombinantes), originaram 
testes de terceira geragao. Esses testes sao atualmente sensiveis e os mais utilizados no mundo, pela alta sensibilidade e 
capacidade de detecgao precoce de anti-HCV (Tabela 21.3). A Figura 21.4 mostra a organizagao genomica do HCV. 

Para tornarem os testes sorologicos para diagnostico da infecgao pelo HCV mais precoces, os testes que detectam 
simultaneamente antigeno do core e anticorpo anti-HCV estao disponiveis no mercado, na forma de kits de quarta geragao. 

Os kits diagnosticos comerciais utilizam como antigenos proteinas ou peptidios do HCV correspondente ao genotipo 1. 
Sucessivas modificagoes foram sendo introduzidas nos testes anti-HCV visando a incrementar a sensibilidade, como a inclusao 
de antigenos HCV dos genotipos 2 e 3 em alguns testes comerciais. 

A detecgao de anticorpos anti-HCV da classe IgG e a base da maioria dos imunoensaios. Os testes atuais sao baseados em 
tecnologias altamente sensiveis e especificas, como a quimiluminescencia, a eletroquimiluminescencia, a quimiluminescencia 
amplificada, o fluoroimunoensaio e ELISA. Sao, em geral, realizados em analisadores automaticos multiparametricos, de 
grande produtividade e rapidez, com reagentes estaveis e prontos para uso. 


Testes manuais baseados em ELISA podem ser encontrados para uso em rotinas menores ou entao na forma de testes 
rapidos que podem ser feitos em ate 30 min na p re sene a do paciente. 


Tabela 21.3 Geragoes de imunoensaios para deteegao de anti-HCV. 


Geragao 

Ano 

Antigenos 

Sensibilidade (%) 

Soroconversao 

(dias) 

l a 

1990 

C100-3r 

70 

Cerca de 120 

2a 

1992 

C22-3r + C33 cr + C100-3 

88 a 85 

88 

3 a 

1994 

C22-p + C33r + C100 p + NS5 

>99 

66 
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Figura 21.4 Organizagao genomica do HCV. 

A sensibilidade do teste anti-HCV e diffcil de ser determinada devido a falta de um gold standard que seja referenda para 
a avaliacao dos resultados de um novo teste. Os testes atuais apresentam sensibilidade superior a 99,5% em populagoes de alta 
prevalencia. Assim, um teste negativo e suficiente para excluir a infeegao cronica por HCV em individuos imunocompetentes. 
Entretanto, em pacientes submetidos a hemodialise ou a transplantes de orgaos ou em individuos imunocomprometidos, a 
sensibilidade do enzimaimunoensaio (EIA) anti-HCV e muito baixa, variando de 50 a 95%, de acordo com o grau de 
comprometimento da imunidade. 

A especificidade dos testes EIA anti-HCV recentes tem sido estimada em torno de 99,5%, contudo, em populagoes de 
baixo risco, como em doadores de sangue, o valor preditivo positivo e muito baixo. Resultados falso-positivos podem ocorrer 
com doencas autoimunes ou por reaches cruzadas com outros agentes virais, tornando imprescindlvel a realizagao de testes 
suplementares de maior especificidade. 

Anti-HCV IgM podem ser detectados em 50 a 93% dos pacientes na fase aguda e em 50 a 70% na fase cronica. Portanto, 
esse marcador nao pode ser recomendado para diagnostico da fase aguda. A Figura 21.5 ilustra a curva sorologica dos 
parametros laboratoriais mais importantes no diagnostico da hepatite C. 














Testes suplementares 

O teste sorologico mais empregado e o immunoblot (IB), que apesar de sua alta especificidade, por utilizar os mesmos antlgenos 
empregados no EIA, e mais propriamente denominado teste complementar e nao teste confirmatorio. 

O IB, cujo prototipo era conhecido como recombinant immuno binding assay (RIBA) Chiron Co., EUA, foi o primeiro 
teste a ser lancado no mercado, na epoca como confirmatorio aos resultados do ELISA anti-HCV. Consiste em um ensaio 
qualitativo utilizado para detectar anticorpos especlficos para cada fracao antigenica do HCV no soro ou no plasma. Os 
antlgenos individuals sao fixados linearmente sobre uma fita de nailon ou nitrocelulose. A adigao da amostra do paciente 
permite que os anticorpos presentes fixem aos antlgenos imobilizados. O imunocomplexo formado e revelado por meio de 
conjugado anti-IgG humano marcado com enzima, que, ao reconhecer o IgG da amostra, liga-se levando consigo o marcador. A 
presenga desse marcador, em geral peroxidase ou fosfatase alcalina, e revelada por adigao do substrato especlfico e do 
cromogeno que precipita no local da rcacao revelando as bandas coloridas. A ausencia de coloragao traduz uma reagao negativa 
e a presenga e lida em escala de intensidade de cor de 1+ a 4+ e interpretada conforme as instrugoes de fabricantes. As bandas 
que nao preencherem o criterio de negativo e de positivo sao classificadas como indeterminadas. Os antlgenos c33 c e NS5 sao 
obtidos como protelna de fusao com superoxido dismutase (SOD) humano. O SOD recombinante e incluldo nas tiras como 
controle, devido a reatividade inespeclfica em alguns indivlduos, gerando resultados falso-positivos nas duas bandas citadas. 



Figura 21.5 Marcadores laboratoriais da hepatite C. 

Um resultado positivo no IB confirma anticorpos anti-HCV, mas nao distingue entre a infecgao atual e a passada, sendo 
necessarios testes adicionais, como a detecgao de RNA do HCV e a dosagem de ALT. 

Resultados negativos no IB podem ser interpretados como falso-positivos no imunoensaio de triagem. Entretanto, como os 
testes de triagem mais modernos, sobretudo os automatizados, sao mais sensfveis que os IB, uma segunda amostra de sangue 
deve ser solicitada quando permanece a suspeita da infecgao por HCV. Esse procedimento permite verificar se nao se trata de 
fase precoce da infecgao na ocasiao da coleta da amostra inicial, quando os nlveis de anticorpos ainda eram insuficientes e 


















detectaveis somente com ensaios de elevada sensibilidade. Resultados indeterminados nao permitem definir a presenga ou nao 
da infecgao e podem representar indivfduos na fase de soroconversao ou de resultados EIA falso-positivos, principalmente se a 
amostra for de indivfduo com baixo risco de infecgao. Nesse caso, deve-se realizar a PCR ou entao fazer a repetigao da 
sorologia apos aproximadamente 1 mes, para verificar a probabilidade de uma completa soroconversao, ou, entao, fazer a 
deteccao do RNA do HCV. 

O IB, em geral, nao apresenta resolugao otima, tendo alta frequencia de resultados indeterminados em populates de baixa 
prevalencia. Por outro lado, com a notavel melhora na especificidade dos testes atuais para triagem pelo EIA, muitos autores 
consideram que o IB, apesar do seu alto custo, nao contribui com informacoes relevantes para o diagnostico, sendo 
recomendado o emprego de tecnicas moleculares nas amostras positivas por EIA. 

Detecgao do antfgeno do core do HCV 

A detecgao qualitativa e quantitativa do antfgeno do core HCV foi desenvolvida como alternativa aos testes moleculares. O 
teste qualitativo visa a reduzir o perfodo de janela imunologica observado nos ensaios de deteccao de anticorpos, principalmente 
em doadores de sangue, e o teste quantitativo, como alternativo a determinagao de carga viral em pacientes sob tratamento. 

Apesar de sua sensibilidade ser inferior a dos testes moleculares, a deteccao do antfgeno do core e economico e de facil 
realizagao por empregar os mesmos equipamentos ja utilizados para os testes sorologicos. As geracoes atuais desse teste tem 
apresentado melhora significativa na sensibilidade. Em geral, e capaz de detectar aproximadamente 3 fmol/f correspondentes a 
cerca de 1.000 Ul/m/ de RNA do HCV. Apesar disso, o teste para antfgeno do core do HCV nao pode, ainda, substituir a 
detecgao do RNA do HCV, conforme diretrizes para os bancos de sangue. 

Testes rapidos 

Os testes rapidos para detecgao do anti-HCV vem sendo introduzidos na rotina diagnostica da infecgao por HCV devido as 
muitas vantagens que oferece: pode ser realizado diretamente na presenga do paciente; e simples e rapido na execugao; pode ser 
procedido fora do laboratorio de rotina, sem a exigencia de infraestrutura; nao necessita de profissional especializado desde que 
ele seja devidamente habilitado; e permite o uso de diferentes tipos de amostras, como sangue total, plasma, soro e saliva (ver 
Capftulo 9). 

Um teste rapido tfpico como o imunocromatografico e baseado no uso de tiras de membrana de nitrocelulose onde se 
encontram imobilizados antfgenos recombinantes do HCV correspondentes ao core , protefnas NS3, NS4 e NS5 e controle do 
reagente. Amostras do paciente e o tampao para migragao sao adicionados na area determinada, em uma das extremidades da 
membrana. Ao fluir lateralmente, os anticorpos da amostra reagirao com o conjugado impregnado na membrana. Esse 
conjugado, constitufdo de antfgenos do HCV marcado com ouro coloidal, reagira com os anticorpos da amostra do paciente 
formando imunocomplexo (anti-HCV/antfgeno marcado). A seguir, esse imunocomplexo e capturado por antfgenos 
imobilizados na membrana, formando uma linha rosea no local da reagao (linha teste) e revelando anticorpos anti-HCV na 
amostra. Os componentes nao ligados continuam a fluir para a extremidade da membrana ate atingir a area do controle (linha 
controle), onde sao capturados pelo reagente, produzindo uma linha rosea, que valida o teste. 

Este sera negativo apenas se a banda controle estiver colorida. O resultado sera positivo se as duas bandas (da reagao e do 
teste) estiverem roseas. Caso nenhuma banda seja detectada, o teste devera ser invalidado e refeito. Outros desenhos de testes 
podem ser encontrados comercialmente, dependendo do fabricante. A sensibilidade do teste rapido e de aproximadamente 95% 
em relagao a detecgao de RNA do HCV em pacientes cronicos. 

Testes moleculares 

Os testes moleculares para detecgao do RNA do HCV baseiam-se na amplificagao da regiao 5’ nao codificadora, por ser ela a 
mais conservada do genoma do HCV. Sao atualmente considerados o melhor metodo de diagnostico da infecgao ativa, alem de 
possibilitar diagnostico precoce, mesmo antes da detecgao de anticorpos (janela imunologica), da avaliagao da resposta 
terapeutica e do criterio de eliminagao viral (ver Capftulo 3). 

A janela imunologica de 1 a 2 meses por testes convencionais para detecgao de anti-HCV pode ser reduzida a cerca de 10 a 
12 dias com a tecnica de amplificagao do acido nucleico (NAT), o que pode diminuir significantemente a transmissao do HCV 
por transfusao sangufnea ou de hemocomponentes. Nos bancos de sangue, a NAT pode ser realizada individualmente para cada 
amostra ou em minipools (em geral, mistura de seis amostras). Caso a tecnica apresente resultado positivo, as amostras que 
com poem o minipool devem ser desmembradas e testadas individualmente para identificar o doador infectado pelo HCV (ver 
Capftulo 23). 



O diagnostico da infecgao ativa, por dcteccao da viremia, diferencia daqueles que tiveram a infecgao no passado, mas 
eliminaram espontaneamente o virus, mantendo apenas os anticorpos residuais, como ocorre em cerca de 15 a 20% dos 
infectados. Nesse caso, a deteegao de anti-HCV sera positiva, mas sem viremia. 

Os testes moleculares qualitativos sao extremamente sensiveis, capazes de detectar quantidades minimas de RNA do HCV 
no soro, com limite de dcteccao minimo em torno de 10 UI/m/'. Sao fundamentals para confirmar o diagnostico nas amostras 
com resultados indeterminados nos testes sorologicos, principalmente em pacientes imunocomprometidos nos quais os 
anticorpos anti-HCV podem nao ser detectados. 

Testes moleculares quantitativos visam a determinar a quantidade de virus circulantes por volume de amostra. Esses 
resultados nao mostram corrclacao com os sintomas ou o grau de lesao hepatica. A determinagao da carga viral no inicio do 
tratamento e o mais importante parametro para avaliar a resposta ao tratamento, por meio de determinagoes sequenciais feitas 
apos 12, 24 meses ou 3 anos de tratamento, dependendo do genotipo do HCV. 

Os resultados da determinagao de carga viral devem ser expressos em UI/m/' ou copias/m/ para se tornarem comparaveis 
com resultados obtidos em diferentes laboratories. As variagoes nos resultados durante o tratamento sao interpretadas em log. A 
nao deteegao do RNA do HCV deve ser expressa como “indetectavel”, e esse resultado, juntamente com a normalizagao da 
ALT, constitui um dos criterios para definigao da resposta terapeutica sustentada. 

A deteegao do RNA do HCV no soro, tanto qualitativa como quantitativa, requer manipulagao cuidadosa devido a 
instabilidade do RNA. Para garantir uma otima sensibilidade, recomenda-se que o soro ou plasma seja separado do sangue 
dentro de 4 h apos a coleta e mantido congelado a -70°C ate o momento da realizagao do teste. 

A sensibilidade da RT-PCR, quando realizada in house, e de cerca de 1.000 copias do RNA do HC V/ni/, mas pode detectar 
quantidades ao redor de 100 copias ou menos com a tecnica de nested-PCR, que consiste na dupla amplificagao de parte do 
genoma viral, fazendo a amplificagao secundaria de um fragmento genomico ainda menor da regiao conservada 5'NC (ver 
Capitulo 3). 

Atualmente, a real-time PCR e o teste mais empregado para fins de determinagao de carga viral. Alem de alto grau de 
automagao, os reagentes estao disponiveis no mercado na forma de kits. 

A tecnica de amplificagao mediada por transcripgao (TMA) e uma tecnica de amplificagao isotermica que utiliza duas 
enzimas, a transcriptase reversa e a T7-RNA polimerase. Tanto a real-time PCR como a TMA apresentam elevada sensibilidade 
nos testes qualitativos, de 5 a 10 UI/m/, e uma ampla faixa de medigao nos testes quantitativos. 

Para os bancos de sangue, testes de NAT sao obrigatorios para a triagem de doadores de sangue. Para tanto, a sensibilidade 
deve ser de 100% nao sendo aceitavel nenhum resultado falso-negativo. E, tambem, exigida especificidade acima de 99%. 

Os testes moleculares apresentam ampla linearidade ou faixa dinamica de deteegao. Os testes como RT-PCR (Amplicor 
HCV Monitor™ test 2.0, Roche Molecular Systems), disponiveis em kits e com alto grau de automagao, sao tambem muito 
empregados no meio medico. Detectam entre 600 UI/m/'' e 850.000 UI/m/'. 

A tecnica molecular quantitativa baseada na amplificagao do sinal e tambem muito utilizada, como o de DNA ramificado 
(bDNA, branched DNA), que pode ser realizado com alto grau de automagao. Nesse teste, o genoma viral e inicialmente 
hibridado com sondas especificas de captura. Apos sucessivas hibridagSes, o sinal amplificado e detectado. Apresenta ampla 
faixa de linearidade, entre 520 e 8.300.000 UI/m/' e pode ser encontrado comercialmente como o VERSANT HCV RNA assay, 
versao 3,0 (Bayer Diagnostics, EUA). 

Genotipagem do HCV 

Os genotipos do HCV constituem fator preditivo independente para a resposta ao tratamento antiviral. Os genotipos 1 e 4 estao 
associados a uma resposta pobre ao tratamento com IFN. seja em monoterapia ou em combinagao com a ribavirina, 
diferentemente dos genotipos 2 e 3. Os melhores resultados, medidos pelo parametro virologico para pacientes com genotipo 2 
ou 3, sao alcangados com periodos de 6 meses de tratamento, enquanto pacientes com genotipo 1 necessitam prolongar o tempo 
de tratamento por 1 ano. 

O genoma do HCV e altamente heterogeneo, resultado do acumulo de mutagoes que ocorreram durante a sua evolugao. E 
classificado em 7 genotipos principals, designados por numeros arabicos de 1 a 7, diferindo entre si em 31a 34% na sequencia 
de nucleotidios. Dentro de um mesmo genotipo, sao classificados em subtipos, quando se observam diferengas de 20 a 23%, 
designados pelas letras minusculas do alfabeto, como subtipo, la, lb, 2a etc., com um total de mais de 60 subtipos. Diferengas 
menores constituem as quasispecies, que sao virus estreitamente relacionados, porem distintos. 

A determinagao do genotipo e fundamental e constitui um dos criterios para a escolha do esquema terapeutico. Nao se 
observa imunidade cruzada entre os genotipos, o que torna o desenvolvimento das vacinas mais complexa. 


A determinagao do genotipo do HCV por sequenciamento e por analise filogenetica e o metodo de referenda e e baseada 
na difcrcnca na sequencia de nucleotidios da regiao 5' UTR. 

A tecnica por imunoensaio (tecnica de sorotipagem) consiste na dctcccao de anticorpos contra epitopos genotipo- 
especificos da regiao NS4 ou da regiao do core. Essa tecnica, apesar de ser mais pratica, e menos sensivel e tambem menos 
especifica que os demais metodos, principalmente em pacientes imunocomprometidos ou em individuos submetidos a 
hemodialise. Em cerca de 10% dos casos, nao e capaz de determinar os diferentes subtipos, sendo necessario um metodo de 
genotipagem por biologia molecular no reteste. 

A analise de hibridagao reversa dos produtos da PCR com sondas da regiao 5' UTR genotipo-especificas (INNO-LiPA 
HCV II, Innogenetics, Belgica) dispostos linearmente em tiras de nitrocelulose e uma tecnica muito empregada e de facil 
visual izagao do resultado. 

Hepatite E 

A epidemia pelo HEV foi relatada pela primeira vez na India, em 1955, mas o agente etiologico foi descrito como sendo um 
novo virus somente em 1983. O HEV e um virus RNA pertencente ao genero Hepevirus da familia Hepeviridae, o qual 
compreende virus de mamiferos (humanos e suinos), aves e peixes. 

■ Epidemiologia 

Tanto a epidemiologia quanto as caracteristicas clinicas diferem entre paises em desenvolvimento e desenvolvidos. O virus e 
classificado em quatro genotipos principals (HEV 1 a HEV 4), sendo os genotipos 1 e 2 mais prevalentes em paises em 
desenvolvimento e os genotipos 3 e 4 em paises desenvolvidos. 

Em paises em desenvolvimento com baixa condigao higienico-sanitaria, a hepatite E ocorre como infecgao esporadica ou 
como epidemias ocasionais, devido a contaminagao de agua e alimentos por HEV, tipico de via de transmissao fecal-oral. 

Apesar de a via de transmissao ser semelhante a do HAV, esse virus apresenta epidemiologia peculiar dependendo da 
regiao geografica, do seu grau de desenvolvimento e da distribuigao de genotipos. Nos paises em desenvolvimento, a exposigao 
ao HAV ocorre muito cedo, de modo que aos 10 anos de idade a maioria ja foi infectada. A hepatite A na infancia e 
assintomatica ou oligossintomatica, mas torna o individuo imune, com a presenga de anticorpos anti-HAV da classe IgG. Ja a 
infecgao por HEV ocorre mais tardiamente, com baixa prevalencia de anticorpos anti-HEV IgG ate os 10 anos, mas mostra um 
consideravel aumento em torno de 15 a 30 anos de idade. 

O HEV apresenta alta prevalencia no Sudeste Asiatico, na Africa, no Mexico e em alguns paises latino-americanos. Na 
America do Sul, grandes variagoes de prevalencia, de < 1 a 20%, podem ser relatadas na literatura, dependendo das regioes 
estudadas, porem, a utilizagao de testes sorologicos de sensibilidade e especificidade diversas deve ser considerada na analise 
comparativa entre regioes. 

No Brasil e na Argentina, estudos epidemiologicos sao semelhantes aos encontrados em paises desenvolvidos com 
predominio do genotipo 3 nas infeegoes em humanos e em suinos. Nos paises desenvolvidos como da Europa, da America do 
Norte, a Nova Zelandia e o Japao, a transmissao nao esta totalmente esclarecida, mas provavelmente ocorre por consumo de 
carnes mal cozidas de origem suina infectadas por HEV. 

■ Aspectos clmicos 

As manifestagdes clinicas da hepatite E observadas tanto em paises em desenvolvimento quanto em desenvolvidos sao 
semelhantes, porem, nesses ultimos, a ictericia e mais frequente, em torno de 75% dos casos. 

A infecgao por HEV e autolimitada, com a presenga de anti-HEV IgG, que confere imunidade. Entretanto, a evolugao para 
doenga hepatica cronica e a rapida progressao para cirrose podem ser observadas em receptores de transplante de orgaos, 
imunocomprometidos e pacientes submetidos a quimioterapia. 

Apos um periodo de incubagao de 2 a 6 semanas, a infecgao por HEV pode manifestar-se com febre, mal-estar, anorexia, 
nauseas, dor abdominal, hepatomegalia e ictericia em cerca de 40% dos pacientes. 

A hepatite E aguda pode ser assintomatica, leve ou grave, mas e autolimitada, com os sintomas regredindo dentro de uma a 
algumas semanas. 

Entretanto, em gestantes no ultimo trimestre de gravidez, a infecgao assume uma gravidade incomum, com taxa de 
mortalidade de 20 a 25%. As causas da morte sao pouco conhecidas, mas problemas obstetricos como hemorragia, eclampsia ou 
hepatite fulminante tem sido apontados. Observa-se, ainda, maior frequencia de nascimentos prematuros com risco aumentado 



de morbidade e de mortalidade. 


■ Diagnostico laboratorial 

O diagnostico viral mais utilizado e a detecgao do RNA do HEV por RT-PCR no soro ou nas fezes, mas outros metodos mais 
complexos, como a cultura e a microscopia eletronica, podem ser utilizados para fins de pesquisa. 

Na fase aguda, o RNA do HEV pode ser detectavel no sangue antes dos sintomas da doenca ate cerca de 3 semanas apos o 
infcio deles. Ja nas fezes, o HEV pode ser detectado por mais 2 semanas. 

A dcteccao de anticorpos IgG e IgM por imunoensaios e baseada no uso de antigenos recombinantes ou peptidios sinteticos 
correspondentes as protefnas estruturais derivadas principalmente da ORF2, que sao neutralizantes, e utilizadas para estudos de 
vacinagao. 

Anticorpos anti-HEV IgM tomam-se detectaveis aproximadamente 2 semanas apos o infcio dos sintomas, permanecem em 
nfveis altos por cerca de 2 meses e negativam em ate 5 a 6 meses. Os anticorpos da classe IgG sao detectaveis logo apos o IgM, 
com pico em 1 mes, e permanecem positivos longos perfodos ate uma ou mais decadas. A permanencia dos anti-HEV IgG apos 
infecgao ainda nao e bem estabelecida. Testes rapidos do tipo imunocromatografico tambem sao encontrados comercialmente e 
sao uteis em particular para rotinas pequenas. 

Com tecnicas de elevada sensibilidade para a triagem sorologica de doadores infectados pelo virus das hepatites virais 
esperava-se a eliminagao total das HPT. Contudo, elas continuavam a ocorrer, sugerindo a existencia de outros virus das 
hepatites ainda desconhecidos. 

Na decada de 1990, TT virus (TTV) e SEN virus (SENV) foram alvos de estudos de investigacao de novos virus 
responsaveis por hepatites associadas a transfusao sangufnea. Ambos sao virus DNA de fita simples, distantemente 
relacionados, apresentando altas taxas de prevalencia na populagao geral mesmo nos grupos de baixo risco de infecgao, 
incluindo-se criangas. A associagao com alteragoes sericas de ALT nao sao em geral observadas. Apesar de serem descobertos 
em pacientes com HPT, esses virus nao apresentam caracterfsticas de ser causadores de hepatites virais. As tecnicas moleculares 
vem revelando novos virus, mas nenhum com potencial clfnico importante, ate o momento. 
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Capitulo 22 

Infeqoes Congenitas e Perinatais 


Kioko TakeieJoilson O. Martins 


Introdugao 

O diagnostico imunologico das infecgoes congenitas inicia-se com a abordagem da mae. A gravidez requer adaptagoes 
fisiologicas globais que incluem tambem o sistema imunologico. Assim, uma breve revisao sobre os eventos imunologicos mais 
importantes que ocorrem durante a gestacao torna-se importante para que a intcrpretacao dos resultados dos imunoensaios seja 
feita dentro desse contexto e para o entendimento de eventuais resultados anomalos ou inespecificos. 

Uma vez diagnosticada uma infecgao materna potencialmente transmissfvel ao feto, sobretudo se for infecgao primaria e 
em idade gestacional precoce, ou ainda, se for observada alguma anormalidade fetal nos exames de imagem, o diagnostico 
intrauterino deve ser realizado considerando-se os materials clfnicos e as metodologias mais adequadas para a idade gestacional. 

Na fase inicial da gestacao. os especimes biologicos, como de biopsia da vilosidade corionica ou do liquido amniotico 
(LA), sao uteis para o isolamento do agente infeccioso, detecgao do seu acido nucleico ou ainda para a detecgao de antfgenos do 
agente. 

Por volta da 20- a 22- semana de gravidez, a coleta do sangue do cordao umbilical ja se torna possfvel, permitindo realizar, 
alem da pesquisa do agente, tambem os testes sorologicos. 

Ao nascer, os sangues da mae e do recem-nascido devem ser ensaiados pelas diversas metodologias. O acompanhamento 
laboratorial pode ser necessario por meses ou por anos, no caso de suspeita de uma infecgao congenita ou perinatal. 

Interpretar os resultados sorologicos requer cuidado, considerando o estado fisiologico peculiar que e a imunidade na 
gestagao. No feto ou no recem-nascido, o sistema imune ainda em desenvolvimento nao responde dentro dos padroes 
conhecidos da resposta de um adulto, por isso a intcrpretacao de resultados dos imunoensaios exige especial atencao. 

Adaptagao imunologica materno-fetal 

A gravidez, apesar de ser um estado fisiologico saudavel para a maioria das mulheres, requer, para o seu sucesso, uma complexa 
intcgracao e coordenagao de muitos processos biologicos, incluindo funcdes metabolicas, endocrinas, vasculares e 
imunologicas. Para o sistema imunologico materno, o feto pode ser comparado a um enxerto semialogenico, sendo, 
antigenicamente, metade proprio (self) e metade nao proprio (nonself). 

A condigao que permite ao feto evadir-se da rejeigao pelo sistema imune materno tem sido objeto de muitas pesquisas, e, 
ainda hoje, muitos dos eventos imunologicos e hormonais sao pouco conhecidos ou estudados somente por meio de modelos 
animais. 

A gravidez e reconhecida muito precocemente pelo sistema imune materno. Rclacao imunologica bidirecional entre o feto 
e a mae ocorre, de um lado, pela apresentacao do antfgeno fetal e, do outro, pelo reconhecimento desses antfgenos pelo sistema 
imune materno. 

Apos o reconhecimento de antfgenos de origem fetal, o sistema imune materno desenvolve um amplo mecanismo de 
tolerancia e protegao do embriao/feto. Os principals eventos observados em uma gravidez normal sao a agao imunomoduladora 
de certos hormonios, como a progesterona e gonadotrofina corionica, e do sistema imune materno envolvendo a participagao de 
linfocitos T reguladores (LTreg), expressao na placenta de moleculas de histocompatibilidade principal (MHC) nao classicas, de 
diferentes citocinas, alteragao do equilfbrio T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2) e outros. 





Muitos trabalhos tem atribuido um papel central dos LTreg na tolerancia aos aloantigenos paternos. Essas celulas, antes 
conhecidas com LT supressoras, fazem parte de uma pequena populapao de cerca de 5 a 10% dos LT CD4+ perifericos e 
expressam na sua superficie o CD25 (LT CD4+ CD25+), este ultimo codificado pelo gene Foxp3. 

A funpao supressora do LTreg e manter a tolerancia imunologica aos antigenos self, por meio de um complexo mecanismo, 
para preservar, em parte, a homeostase imunologica. Age tambem no controle de doencas autoimunes e autoinflamatorias por 
meio da supressao de resposta imune indevida. 

Na gravidez, a funpao do LTreg e fundamental para a tolerancia materna aos antigenos do feto. De fato, o numero de LTreg 
circulante aumenta no inicio da gravidez, periodo em que o seu papel e fundamental, tem um pico no segundo trimestre e 
declina no final e no periodo pos-parto. 

A interface entre os compartimentos materno e fetal e feita pelos trofoblastos placentarios, que sao tecidos de origem 
embrionaria e ficam em contato com a circulapao sanguinea materna durante toda a gravidez. 

Diferentes tipos de trofoblastos expressam moleculas tecido-especificas, mas expressam pouca ou nenhuma das moleculas 
polimorficas do antigeno leucocitario humano (HLA) de classe I (HLA-A e HLA-B). Dessa maneira, a tipica apresentapao de 
antigenos derivados do feto para as celulas T e natural killer (NK), no contexto do HLA de classe I, nao e observada nos 
trofoblastos, principalmente das vilosidades e extravilosidades. Em contraste, genes da classe I, nao classicos, menos 
polimorficos e de baixa expressao em condipoes normals e restritos somente a alguns tecidos, como o HLA-G, podem ser 
observados na placenta e nos citotrofoblastos extravilosos nas celulas endoteliais de vasos fetais das vilosidades corionicas e nas 
celulas do LA. O baixo nivel de polimorfismo torna o HLA-G materno e o de heranpa paterna muito semelhantes, dificultando 
uma resposta imune materna aos antigenos herdados do pai, principalmente pelos linfocitos T citotoxicos. 

Alem disso, o HLA-G, com auxilio do HLA-E, parece exercer um papel fundamental na relapao materno-fetal, protegendo 
os trofoblastos da citolise mediada por celulas NK e por LT CD8+. Loi descrito, tambem, que a molecula soluvel do HLA-G 
induz apoptose, mediada por Las/LasL, nas celulas T CD8+ e celulas NK. 

O balance entre os numeros de Thl/Th2, na gravidez, com vantagem para o Th2, pode explicar a diminuipao na resposta 
celular e o aumento na sintese de imunoglobulinas. Assim, a proporpao aumentada das citocinas do tipo Th2, como as 
interleucinas (IL)-4 e IL-10, estimula a proliferapao de celulas B e inibe a producao de citocinas tipo Thl, como a IL-2, a IL-6, 
a interferona gama (ILN-y) e o fator de necrose tumoral alfa (TNL-a). Estes ultimos sao prejudiciais a gravidez por estimular as 
celulas T citotoxicas e as celulas NK. 

Esses eventos podem ser demonstrados, de um lado, pela remissao temporaria de doencas autoimunes maternas, como a 
artrite reumatoide, que e mediada por resposta Thl, e, de outro lado, pela exacerbapao de doencas baseadas na produpao 
excessiva de autoanticorpos, como o lupus eritematoso disseminado. As doencas infecciosas causadas pelos microrganismos 
intracelulares, como a toxoplasmose, tambem sao exacerbadas, ja que nesses casos a resposta Thl e fundamental para controle 
do patogeno. 

As citocinas produzidas pela resposta imune materna monitoram varias fases da gravidez, entre elas a implantapao do 
ovulo fertilizado, a estimulapao do desenvolvimento da placenta, a produpao de hormonios gestacionais e outras. 

Outros mecanismos de protepao ao feto tem sido descritos em humanos e experimentalmente em animais, como a 
producao, pelos trofoblastos e macrofagos, de enzimas que degradam o triptofano, sem o qual as celulas T citotoxicas sao 
inibidas. 

Transmissao de infeegoes para o feto 

A infeepao fetal tem inicio com a inoculapao do agente na placenta durante a fase de viremia, bacteriemia ou parasitemia 
materna, podendo ou nao atingir o feto. A transmissao via ascendente pelo canal vaginal pode ocorrer, porem e menos frequente 
e restrita a alguns agentes, como o herpes-virus. 

A idade gestacional na ocasiao da infeepao materna e muito importante, sendo muito mais grave aquela surgida no inicio 
da gravidez. Do mesmo modo, as infeepdes primarias maternas sao as que resultam em maior acometimento fetal, geralmente 
com graves sequelas. 

Infeepdes recorrentes, como por citomegalovirus (CMV), resultam em maior taxa de transmissao, mas de menor gravidade 
para o feto, sendo a maioria assintomatica. O risco para o feto tambem e minimo nas reinfeepoes maternas por virus da rubeola. 
Isso se deve provavelmente a protepao parcial da imunidade previa materna. 

Na infeepao pelo HIV, a maior taxa de transmissao e observada em maes sintomaticas e em estagio mais avanpado da 
doenpa, no qual altos niveis de viremia sao observados. Assim, para a maioria dos agentes, a resposta imune humoral materna 



previne ou limita a infecgao placentaria e, consequentemente, protege o feto contra uma doenga congenita grave. 

No 3 2 trimestre gestacional, a taxa de transmissao fetal e bem maior (40 a 50%) que no l 2 trimestre (10%). Ao contrario, 
dano fetal grave ocorre mais nas transmissoes ocorridas no l 2 e no infcio do 2- trimestre, periodos em que os orgaos do feto 
estao em formagao. 

Patogenese da doenga congenita 

A infecgao do embriao ou do feto pode resultar em: morte do embriao e reabsorgao, aborto, natimorto, prematuro (nascimento 
de criangas viaveis antes de 37 semanas), grave sequela ao nascer ou recem-nascido totalmente assintomatico. 

O mecanismo desses eventos e pouco conhecido. Alguns virus sao capazes de causar morte da celula hospedeira, alteragao 
do crescimento celular e dano cromossomico. Se esses eventos ocoiTerem na fase de organogenese, a consequencia para o feto 
sera grave, podendo resultar em sequelas irreversiveis, muitas vezes incompativeis com a vida. 

Lesoes resultantes de inflarnacoes causadas por microrganismos e nao da agao direta do agente sobre as celulas parecem 
ser responsaveis pelas anormalidades estruturais que ocorrem na infecgao congenita por Treponema pallidum (sifilis), herpes 
simples virus (HSV) e Toxoplasma gondii (toxoplasmose). 

Reconhecimento anormal dos componentes proprios (self) representa um grande risco quando a infecgao ocorre antes de 12 
a 13 semanas de gravidez, periodo no qual o sistema imune fetal nao consegue reconhecer o agente infeccioso como nonself 
(nao proprio), estabelecendo um estado de tolerancia imunologica sem desenvolver uma resposta imune adequada. 

A persistencia da infecgao no periodo crftico da ontogenia aumenta a probabilidade de perda fetal ou de nascimento de 
neonato sintomatico e com graves sequelas. 

■ Aspectos chnicos 

Em geral, a maioria dos recem-nascidos infectados in utero pelo virus da rubeola, CMV, T. pallidum, HSV ou T. gondii e 
assintomatica, nao apresentando sinais de doenga congenita, principalmente naqueles cuja infeccao materna ocorreu no ultimo 
trimestre de gravidez. 

A evidencia clinica de uma doenga congenita pode ser observada ainda durante a gestagao, por meio de diagnostico fetal 
por imagem ou no momento do nascimento, nos primeiros dias ou mais tarde, apos anos de vida. 

Na mae com infecgao primaria no inicio da gravidez, confirmada clinica e/ou laboratorialmente ou por imagem, o 
diagnostico fetal deve ser realizado. Para a coleta do material, deve-se considerar o momento da infecgao materna e o intervalo, 
em dias, necessario para que o agente ja possa ser encontrado nos diferentes materiais do feto ou da placenta. 

A maioria dos recem-nascidos afetados apresenta baixo peso (resultado do retardo no crescimento intrauterino observado 
nas infecgoes como toxoplasmose, virus da rubeola e CMV), podendo ou nao apresentar sintomas ou teratogenese ao nascer. 
Em alguns casos, as anomalias somente se evidenciam decorridos meses ou anos, como a surdez e o retardo mental. Outras se 
manifestam durante o desenvolvimento, na infancia. 

As manifestagoes clinicas mais comuns de uma infecgao congenita, quando presentes ao nascer, sao: icterfcia, 
hepatoesplenomegalia, pneumonite, purpura ou petequias, lesoes do sistema nervoso central, como meningoencefalite e 
microcefalia, e coriorretinite ou outras retinopatias. 

Algumas manifestagoes sao mais associadas a agentes especificos, como: 

• Hidrocefalia, coriorretinite e calcificagao intracraniana na toxoplasmose 

• Catarata, defeito cardiaco congenito, lesao ossea, glaucoma, retinopatia na rubeola 

• Microcefalia e calcificagao intracraniana na infecgao por CMV 

• Vesiculas na pele ou na mucosa e conjuntivite na infecgao por HSV 

• Exantema maculopapular e lesao ossea na sifilis. 

Acompanhamento da crianga com suspeita de infecgao congenita 

As criangas com suspeita de infecgao congenita, mesmo aquelas aparentemente normais, devem ser cuidadosamente 
acompanhadas por meses ou anos. Algumas disfungoes sao dificeis de avaliar logo no inicio da vida, como a audigao, cuja 
sequela e comum nas criangas com CMV e rubeola congenita, ou deficiencias visuais e de aprendizado, comuns na 
toxoplasmose congenita, na rubeola e outros. 

Uma vez estabelecida a infecgao congenita, os agentes podem persistir ate por anos apos o nascimento, como ocorre na 




rubeola e no CMV, sendo uma fonte de disseminagao viral na comunidade. 


Sistema imune humoral materno 


■ Resposta imune primaria 

A resposta imune humoral na primeira exposigao a um imunogeno caracteriza-se pela produgao de anticorpos da classe IgM, 
apos um perfodo de dias a semanas de incubagao, dependendo da dose e do tipo de antfgeno. Linfocitos B virgens {naive) 
diferenciam-se em plasmocitos secretores de imunoglobulinas e alguns se estabelecem como celulas de memoria. Iniciada a 
produgao de anticorpos da classe IgM, seu nivel plasmatico eleva-se rapidamente, de maneira exponencial. A seguir, mantem-se 
em nfveis maximos por um perfodo, variavel de semanas a poucos meses, passando a declinar progressivamente, tomando-se 
indetectaveis entre 3 e 6 meses, dependendo do agente infeccioso e da metodologia de diagnostico empregada. Os anticorpos da 
classe IgG sao detectados logo apos o infcio da produgao dos anticorpos IgM, elevando-se a nfveis maximos, nos quais se 
mantem por mais tempo que o IgM. 0 seu declfnio e lento, e o IgG antfgeno-especffico persiste, em geral, anos ou a vida toda. 

A maturagao da afinidade decorre do grande numero de mutagoes somaticas que ocorrem nos linfocitos B, com a expansao 
seletiva de clones que produzem anticorpos de alta afinidade. Essa afinidade aumenta a cada nova exposigao, com melhora na 
complementaridade entre os epftopos do antfgeno e o sftio de combinagao dos anticorpos, favorecendo a especificidade em uma 
reagao sorologica. 

A avidez dos anticorpos expressa a forga resultante de I igagues entre os determinantes antigenicos e os sftios de 
combinagao dos anticorpos e e tanto mais estavel quanto maior a avidez. Assim, quando os anticorpos sao de baixa avidez, o 
imunocomplexo formado e reversfvel e pode se dissociar, fenomeno que constitui a base da determinagao de IgG de baixa 
avidez nas fases iniciais da infecgao (Figura 22.1). 

■ Resposta imune secundaria 

Quando o indivfduo e reexposto ao mesmo antfgeno, a resposta imune secundaria ocorre muito rapidamente, resultado da 
expansao das celulas B de memoria, originadas durante a resposta primaria. As principals diferengas da resposta secundaria em 
relagao a primaria sao: 

• Fase de janela imunologica mais curia, com infcio de produgao de anticorpos mais rapido 

• Fase exponencial de produgao de anticorpos mais acentuada, com rapida produgao de grandes concentragoes de anticorpos 

• Nfveis maximos de anticoipos, cerca de 10 vezes maiores que na fase primaria, sendo tambem mais duradoura 

• Fase de declfnio mais lenta e persistente 

• Predominancia de anticorpos da classe IgG 

• Avidez alta dos anticorpos IgG. 

As diferengas entre a resposta primaria e a secundaria sao a base dos testes de detecgao de anticoipos no diagnostico da 
infecgao materna primaria, de maior consequencia para o feto. 

Os nfveis da maioria das classes de imunoglobulinas permanecem estaveis durante a gravidez. Entretanto, alguns autores 
relatam decrescimos de 15 a 32% nos nfveis de IgG, devido a hemodiluigao, perda de lfquidos pela urina e transferencia 
transplacentaria. Essa redugao pode aumentar o risco de infecgao materna por microrganismos, como os estreptococos. A Figura 
22.2 resume o comportamento dos anticorpos em uma resposta imune secundaria. 
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Figura 22.1 Resposta imune humoral na infecgao primaria. 
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Figura 22.2 Resposta imune humoral na infecgao secundaria. 

Desenvolvimento do sistema imune humoral do feto e do recem-nascido 


Em uma gravidez normal, o desenvolvimento do sistema imune humoral para as diferentes classes de imunoglobulinas ocorre 
em tempos diferentes. 

■ Imunoglobulina G 

O transporte de IgG pela placenta inicia-se muito cedo, ao redor da 8 s semana de gestagao, porem a concentragao do IgG no feto 
mantem-se baixa, ao redor de 100 mg/df, ate a 17 a a 20 a semana, quando comega a se elevar e alcangar nfvel correspondente a 
metade da concentragao de um feto a termo, perto de 30 a semana. 

Ao nascer, a concentragao de IgG, geralmente, excede ao materno em 5 a 10% e e constitufda quase totalmente de 
anticorpos maternos. Todas as classes de IgG sao transportadas pela placenta, porem a IgGl e a IgG3 podem ser 
preferencialmente transferidas, como consequencia da alta afinidade dessas imunoglobulinas pelo receptor de Fc-y dos 
trofoblastos. No fim da gestagao, o nfvel do IgGl no feto tende a ser mais alto que o materno. 

A sfntese de IgG e IgM, no feto, pode ocorrer inicialmente no ffgado fetal proximo a 10 a semana de gestagao. Na 17 a 
semana, ja e possfvel encontrar na circulagao fetal IgG de alotipo diferente ao do materno. 











Aos 2 meses de vida, a quantidade de IgG sintetizada pela crianga praticamente se iguala a quantidade de IgG de origem 
materna, que, por sua vez, diminui com o decorrer do tempo, de modo que no 3- a 4- mes de vida, o nivel de IgG na crianca e de 
aproximadamente 400 mg/d L Aos 10 a 12 meses, praticamente toda IgG e originada pela crianca. A 1 ano de vida, os niveis de 
IgG correspondem a aproximadamente 60% de valores de um adulto. Somente apos 8 anos para IgGl e IgG3 e 10 e 12 anos 
para IgG2 e IgG4, as criancas alcangam niveis sericos de um adulto. 

Outras imunoglobulinas nao atravessam a barreira placentaria e, assim, o achado de IgM ou IgA especificos, no soro do 
cordao umbilical ou do recem-nascido, significa estimulagao antigenica intrauterina decorrente de infecgao congenita. 

■ Imunoglobulina M 

A concentragao de IgM total no soro de neonatos e de cerca de 11 mg/d £, podendo ser, em parte, monomerica, ou seja, sem 
atividade funcional. Apos o nascimento, a concentragao de IgM eleva-se rapidamente no primeiro mes de vida e mais 
gradualmente depois, alcangando, apos 1 ano de idade, nivel correspondente a 60% do encontrado no adulto. 

Nivel serico de IgM total em recem-nascidos, superior a 20 mg/d E, sugere infecgao intrauterina. 

■ Imunoglobulina A 

A IgA nao atravessa a barreira placentaria, sendo sua concentragao no sangue de cordao umbilical muito baixa, de cerca de 0,1 a 
5 mg/d/'. Apos 1 ano de vida, a concentragao serica e de cerca de 20% do nivel de um adulto, continuando a elevar-se ate a 
adolescencia. Nivel alto de IgA pode ser observado em criangas com infecgao congenita. 

A subclasse IgAl e a principal imunoglobulina, correspondente a 90% das encontradas no soro da crianga, e a IgA2 
corresponde a 60% das encontradas nas secregoes. A IgA2 na forma dimerica associa-se ao componente secretor quando passa 
pelas celulas epiteliais de mucosas e e secretada, sendo bastante resistente a proteases bacterianas. 

■ Imunoglobulina E 

Apesar de a sintese de IgE poder ocorrer precocemente, ao redor da 1 l a semana de gestagao no figado e no pulmao fetais, e por 
volta da 21 a semana no bago, o nivel dessa classe de imunoglobulina no soro do cordao umbilical e indetectavel. 

■ Imunoglobulina D 

A IgD e detectavel somente por metodos muito sensiveis, posto que seu nivel e da ordem de 0,4 mg/d/, aumentando, 
discretamente, nos primeiros anos de vida. Parece nao ter fungao de anticorpo na circulagao e esta associada a membrana de 
linfocitos B maduros. A Figura 22.3 ilustra de maneira resumida os anticorpos sericos encontrados antes, no nascimento e 
depois dele em uma crianga sem infecgao congenita. 

Os niveis normais de imunoglobulinas IgG, IgM e IgA, nas varias faixas etarias, dependem da populagao estudada, mas, de 
modo geral, podem ser considerados os apresentados na Tabela 22.1. 

No fim do l 2 trimestre de gestagao e inicio do 2 2 trimestre, o reconhecimento do self pelo sistema imune fetal melhora, 
sendo aos poucos capaz de montar uma resposta imune, que, associada a transferencia materna do IgG, torna a sua defesa mais 
efetiva. 

Na infecgao congenita, a estimulagao do sistema imune induz uma resposta celular e humoral muito precocemente, de 
modo que, ao nascer, os anticorpos das classes G, M e A ja podem ser detectados no soro de cordao umbilical por tecnicas 
laboratoriais de rotina. 


Tabela 22.1 Niveis de imunoglobulinas sericas de acordo com a faixa etaria. 


Idade 

IgG (mg/d/) 

IgM (mg/d/) 

IgA (mg/d/) 

Recem-nascido 

1.031 ±200 

11 ±5 

2 ±3 

4 a 6 meses 

427±186 

43 ± 17 

21 ±13 

7 a 12 meses 

661 ± 219 

54 ± 19 

37 ± 18 

1 a 2 anos 

762 ± 209 

58 ±23 

50 ±24 

3 a 5 anos 

929 ± 228 

56 ± 18 

93 ±27 



9 a 11 anos 

1.124 ±235 

79 ±33 

131 ±60 

Adulto 

1.158 ±305 

99 ±27 

200 ± 61 


Adaptadade Stiehm e Fudenberg, 1966. 1 
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Figura 22.3 Resposta imune humoral de um feto/recem-nascido normal (nao infectado congenitamente). 

No inicio, a passagem transplacentaria de IgG e nula ou muito baixa, mas aumenta niacicamcnte no final da gravidez, 
sobretudo se a infecgao materna estiver na fase de convalcsccnca, quando niveis maximos de IgG sao encontrados. A grande 
quantidade de IgG materno, acrescido de IgG produzido pelo proprio feto, resulta em concentragoes significativamente maiores 
dessa classe de imunoglobulina no soro do cordao umbilical do que no soro materno. Assim, no caso do teste de VDRL para 
sifilis, o encontro de titulos 4 vezes maiores no recem-nascido em relagao aos encontrados no soro materno sugere fortemente a 
sifilis congenita. 

Apos o nascimento, cerca de metade da IgG materna e eliminada, a cada 28 dias aproximadamente, devido a meia-vida 
dessa classe de anticorpos. Assim, apos 4 a 6 meses de idade, os anticorpos de origem materna tornam-se indetectaveis. Nessa 
fase, somente os anticorpos sintetizados pela criant;a estao presentes na circulagao, causando a hipogamaglobulinemia 
fisiologica, devido a sua baixa concentragao no plasma. O crescente e gradual aumento de niveis sericos de IgG somente se 
comparam ao de adulto j a proximo a adolescencia. 

Outras imunoglobulinas (IgA, IgM, IgE, IgD) nao atravessam a barreira placentaria em nenhuma idade gestacional. 
Portanto, com excegao da IgG, o feto conta so com a sua propria resposta imune, ainda imatura, contra as infecgoes 
intrauterinas. 

Anticorpos IgM, apesar de serem o marcador sorologico mais importante da infecgao congenita, nem sempre sao 
detectados. Apenas 25 a 50% dos fetos infectados na 20 a a 30 a semana gestacional sao capazes de montar uma resposta com 
produgao de IgM especifica em quantidade detectavel. 

A concentragao total de IgM, outro parametro auxiliar na analise de infecgao congenita, tambem e falho no diagnostico, ja 
que cerca de 10 a 30% dos infectados congenitamente nao apresentam alteragao, mesmo em recem-nascidos a termo. A Figura 
22.4 ilustra a resposta humoral em uma crianga infectada congenitamente. 

Diagnostico laboratorial 


■ Infecgao materna 












A maioria das infeccoes TORSCH {toxoplasmose, outros [parvovirus B19, infecgao pelo HIV, hepatites B e C, Epstein-Barr 
virus (EBV), herpes-virus 6 e 8, varicela, enterovirus etc.], rubeola, sifilis, CMV e herpes-virus], apesar de poder causar efeitos 
devastadores para o feto, podem acarretar infeccao materna assintomatica, sendo os testes sorologicos para o pre-natal, muitas 
vezes, o unico meio de evidenciar a infeccao materna. 

Esses testes devem informal - o status imunologico da mae, identificando e diferenciando aquelas que nunca tiveram a 
infeccao por um determinado agente (soronegativas) daquelas infectadas no presente ou no passado (soropositivas). 

Assim, gestantes com resultados sorologicos positivos para anticorpos IgG, como para o CMV, toxoplasmose, herpes-virus 
e rubeola, nos testes realizados na ocasiao da primeira consulta pre-natal, indicam uma infeccao no passado, com imunidade 
materna total ou parcial e, dessa maneira, sem risco importante para o feto. Para as gestantes soronegativas no primeiro exame 
pre-natal e necessario o acompanhamento laboratorial para surpreender uma eventual infecgao primaria no decorrer da gravidez. 

Por outro lado, no caso da sifilis, espera-se um resultado negativo nos testes de triagem (teste nao treponemico), mas, se 
positivo, este precisa ser devidamente confirmado por um teste treponemico, de preferencia aquele que permite detectar de 
anticorpos IgG e IgM e assim encaminhar a gestante para o tratamento. 

Desse modo, o encontro de anticorpos IgM e/ou IgA durante a gravidez sugere infecgao recente com probabilidade de 
transmissao congenita e e ponto de partida para mais investigates. 

Infecgao primaria materna 

Laboratorialmente, o diagnostico da infecgao primaria materna e baseado na detecgao de anticorpos: 

• Soroconversao 

• IgM especifico positivo 

• IgA especifico positivo 

• IgG de baixa avidez 

• Elcvacao de 4 vezes ou mais no titulo dos testes sorologicos obtidos em amostras colhidas, em geral, com intervalo de 2 a 4 
semanas, dependendo da infecgao, sendo uma delas o mais precoce possivel, no inicio dos sintomas, e a outra, na fase de 
convalescenga 

• Encontro de acido nucleico do agente infeccioso detectado pelas tecnicas de biologia molecular no sangue do cordao umbilical 
ou do recem-nascido. 


> Detecgao de anticorpos 


Niveis IgG materno 

de Ac alta avidez 
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Figura 22.4 Resposta imunologica humoral de um feto/recem-nascido com infecgao congenita. 


A detecgao da soroconversao (detecgao de anticorpos especificos em individuos anteriormente soronegativos) e dificultada 








pela natureza assintomatica da maioria das infecgoes potencialmente transmissiveis para o feto (p. ex., CMV, rubeola, 
toxoplasmose) e depende do conhecimento do resultado sorologico anterior a gravidez, o que nem sempre esta disponivel. 

A elevagao de titulos, em 4 vezes ou mais, de anticorpos totais ou do IgG (p. ex., VDRL para o diagnostico da sifilis), nos 
testes realizados em duas amostras colhidas com intervalos de 2 a 4 semanas, pode ocorrer tanto no inicio da infecgao primaria 
quanto em alguns casos de rcinfecgoes, nao permitindo diferenciar entre uma e outra situacao. 

As duas amostras pareadas devem ser realizadas em uma unica rotina, ou seja, a primeira amostra deve ser armazenada 
para ser utilizada com a segunda, para evitar a oscilacao de resultados por uso de reagentes de lotes diferentes ou quaisquer 
outros fatores, condigao nem sempre facil em laboratories de grande rotina. 

O marcador mais importante de diagnostico da infecgao primaria e a detecgao de anticorpos IgM especificos contra o 
agente infeccioso em questao, pois permite o diagnostico em uma unica amostra. A ocasiao da coleta do sangue e muito 
importante, pois deve considerar o periodo de janela sorologica (perfodo pre-soroconversao) e o tempo de positividade do IgM 
durante a infecgao aguda. Ambos variam de acordo com o agente e a metodologia empregada. 

As tecnicas de detecgao de anticorpos IgM especificos contra os agentes sao de dificil padroni zagao, apresentando, em 
geral, tanto reacoes pouco sensiveis como tambem pouco especificas. Resultados falso-positivos podem ocorrer na prcsenca de 
fator reumatoide (FR). Muitos testes comerciais nao incluem reagentes para pre-absorgao do FR da amostra de soro, e, quando 
feita, a sensibilidade do teste pode ser prejudicada pela redugao na concentragao de IgG e IgM durante o processo de absorgao. 

0 teste de captura de IgM nao requer etapa de pre-absorgao do soro, mas a sua positividade nao e exclusiva da infecgao 
primaria, podendo tambem ser detectada, geralmente em baixos titulos, nas reativagoes e reinfecgoes. Devido a sua alta 
sensibilidade, mantem-se positivo por longos intervalos, de 6 meses ou mais, dificultando determinar o periodo em que ocorreu 
a infecgao primaria, condigao essencial para estimar o risco de transmissao e as consequencias para o feto. 

Para alguns agentes, a detecgao de anticorpos IgA especificos contra o agente e empregada para o diagnostico da infecgao 
aguda/recente, como no caso da toxoplasmose. Entretanto, os testes de detecgao de IgA sao menos sensiveis que os de IgM, 
com excegao de alguns capazes de fornecer resultados positivos mais precocemente que os de IgM, mas apresentam variagoes, 
dependendo da procedencia do teste. 

A avidez do IgG pode ser uma ferramenta muito importante no diagnostico diferencial da infecgao primaria ou da 
reinfecgao ou da reativagao, quando a amostra for IgM positiva. Uma baixa avidez [indice de avidez (IA) < 15%] e encontrada, 
em geral, nos primeiros 3 meses de infecgao, e a alta avidez (LA > 60%), aos 6 meses ou mais. No CMV, IA de 30 ± 12% ocorre 
no inicio da infecgao primaria e IA de 88 ± 9% em infecgoes pregressas. Na toxoplasmose, IA < 30% sao encontrados nos 
primeiros 3 meses de infecgao e IA > 60% apos 6 meses. 

Nas infecgoes recorrentes, a resposta imune secundaria e observada muito rapidamente com altos titulos de IgG de alta 
avidez e niveis, em geral, baixos ou indetectaveis de IgM e IgA especificos. 

■ Infecgao fetal 

Materials 

O diagnostico laboratorial da infecgao fetal pode ser feito muito precocemente, gragas aos avangos da medicina fetal. A coleta 
orientada por imagem ultrassonografica permite obter materiais biologicos, como a biopsia da vilosidade corionica, o LA ou o 
sangue do cordao umbilical, dependendo da idade gestacional. 

No entanto, as tecnicas de coleta sao invasivas e apresentam taxas de risco fetal que varia com o tipo de coleta e a idade 
gestacional. E importante observar que a coleta dos materiais fetais deve ser feita apos a infecgao aguda materna, decorrido 
intervalo de tempo necessario para que o tecido ja tenha sido invadido. Esse tempo e de cerca de 4 a 5 semanas para o LA e de 6 
a 8 semanas para o sangue do cordao umbilical, no caso da infecgao congenita por virus da rubeola. Esse intervalo corresponde 
ao periodo necessario para a disseminagao do agente, via circulagao materna, para a placenta e, depois, para o feto. 

Biopsia de vilosidade corionica 

A biopsia da vilosidade corionica pode ser feita a partir da 8 a a 10- semana gestacional, mas o melhor periodo compreende entre 
a 10 a e a 1 l a semana. Apesar da vantagem de permitir a obtengao precoce da amostra, a coleta desse material apresenta risco de 
perda fetal de cerca de 1 a 5%. Alem disso, esta sujeita a contaminagao por agentes infecciosos da mae, podendo original - 
resultado falso-positivo. 

Esse material auxilia na demonstragao da infecgao placentaria, mas um resultado positivo pode nao se correlacionar com a 
infecgao do feto, como tem sido demonstrado nas infecgoes por T. gondii e por virus da rubeola, ja que nem todos os casos de 


infecgao placentaria atingem o feto resultando em infeccao congenita. 

Os testes laboratoriais empregados sao os de detecgao do agente, do seu acido nucleico ou a tecnica imunoistoquimica para 
demonstrar antfgenos no tecido. 

Amniocentese 

A coleta do LA pode ser realizada a partir da 14 a a 16- semana gestacional ate o fim da gestagao. Dependendo da finalidade, 
entre 15 e 30 ml do LA podem ser obtidos e constituiem o material mais utilizado para o diagnostico fetal, tanto pela tecnica de 
isolamento do agente, como a cultura do microrganismo (p. ex., CMV), quanto para os testes moleculares (p. ex., T. gondii ). 

A amniocentese e um procedimento seguro, com raras complicagoes para a mae, sendo a possibilidade de perda fetal de 0,2 
a 1%. 


Cordocentese 

A coleta do sangue do cordao umbilical pode ser feita da 15 a a 20 a (22 a para rubeola) semana gestacional ate ao fim da gravidez. 
O procedimento pode ser repetido varias vezes para acompanhamento do tratamento. A puncao pode ser feita no ambulatorio 
ate a 28 a semana, a partir da qual uma breve permanencia no hospital e necessaria para confirmar se nao houve contracao 
uterina e monitorar o coracao do feto. 

A coleta deve ser feita com cuidado para evitar a contain inacao do material pelo LA ou por sangue matemo e assim 
produzir um resultado falso-positivo, principalmente nos ensaios de pesquisa de anticorpos especlficos da classe IgM. 

O sangue do cordao umbilical permite tanto a detecgao do agente ou do seu acido nucleico quanto dos imunoensaios para 
anticorpos especlficos fetais. 

A cordocentese apresenta risco de 0,5 a 1 % de perda fetal. 

Sorologia do feto/recem-nascido 

O sangue do cordao umbilical ou do recem-nascido nao infectado apresenta nfveis de IgG semelhantes aos da mae por ser este 
de origem materna e, portanto, de alta avidez. A avidez sera baixa somente nos casos de a infecgao materna ocorrer proximo ao 
parto, antes do tempo necessario para a maturacao de avidez da IgG. Anticorpos IgM e/ou IgA especlficos nao sao detectaveis, 
pois o feto/recem-nascido esta em ambiente livre de agente infeccioso e, assim, nao produz anticorpos especlficos. Eles passam 
a ser produzidos somente apos o nascimento, quando cornecarn os estfmulos antigenicos do meio externo. 

A IgG materna e gradativamente eliminada pela crianca nao infectada, com queda de aproximadamente metade dos nfveis 
sericos a cada mes, de modo que apos 4 a 5 meses quase toda IgG de origem materna ja se esgotou. Nessa fase, em criangas nao 
infectadas, observa-se a negativagao dos resultados dos testes sorologicos. 

Ja na infecgao congenita, o feto infectado inicia a produgao de anticorpos IgG, M e A antes do nascimento. Assim, os 
imunoensaios para detecgao de anticorpos IgM e IgA sao os mais utilizados no diagnostico, por serem produzidos 
exclusivamente pelo feto/recem-nascido infectado. 

Entretanto, a competigao entre os anticorpos IgG maternos, de transferencia passiva, encontrados em grandes 
conccntragoes na amostra da crianga, e as baixas concentragoes de IgM, produzido pelo feto/recem-nascido, prejudica a 
detecgao de IgM, podendo produzir resultados falso-negativos. Nesse caso, a remogao dos anticorpos IgG em excesso, por 
precipitagao com um soro de carneiro anti-IgG humano, pode reduzir a quantidade desses anticorpos na amostra, permitindo 
detectar o IgM oculto. 

O teste de captura de IgM nao esta sujeito a interferencias, pois nessa tecnica ha selegao e concentragao de IgM da amostra 
de soro por meio da captura dessa classe de anticorpos por anticorpos monoclonais anti-IgM fixados a fase solida. A detecgao e 
feita pela adigao dos antfgenos, que se ligam seletivamente as IgM especfficas. A revelagao e feita com anticorpo especffico 
contra o antfgeno empregado, marcado com enzima que reage com o substrato especffico, produzindo um sinal (ver Capftulo 7). 

Para o diagnostico da infecgao congenita, o imunoensaio para IgM deve ser feito ainda no primeiro mes de vida, quando 
somente a infecgao congenita pode resultar em teste positivo. Nessas criangas, esses anticorpos sao detectados por longos 
perfodos, as vezes por anos. Ja nas infecgoes perinatais, a IgM e negativa logo ao nascer, mas se positiva a seguir, mostrando 
uma soroconversao apenas apos o nascimento. 

Imunoensaios para a detecgao de anticorpos IgA podem ser uteis no diagnostico da infecgao congenita, mas sao menos 
empregados que os testes de IgM, por serem, em geral, menos sensfveis e se mostrarem mais variaveis de acordo com o teste e 
o paciente. 

Em criangas infectadas, a queda dos nfveis de IgG e observada inicialmente, mas tornavam a se elevar devido a produgao 


de IgG propria, ja iniciada in utero. Assim, nessas criangas, os resultados positivos sao mantidos, mesmo que em titulos baixos, 
seguidos de elevagao gradual, sem a tipica negativacao observada em criancas nao infectadas. A positividade de IgG especifica 
para o agente pesquisado por periodo maior que 6 meses (as vezes 1 ano) e um parametro para o diagnostico da infecgao 
congenita. 

A maturacao da avidez de IgG e lenta nas criancas congenitamente infectadas. IgG de baixa avidez pode ser encontrada, no 
caso da rubeola, por mais de 1 ano de idade, mas e de dificil detcccao ate 2 a 3 meses de idade devido a presenga de altos titulos 
de anticorpos de alta avidez que foram transferidos da mae, principalmente no caso de a infecgao materna ter ocorrido no inicio 
da gravidez. 

Detecgao do agente etiologico 

E realizada quase exclusivamente em laboratories de pesquisa, pois sao tecnicas complexas e demoradas. O isolamento do T. 
gondii requer inoculagao intraperitoneal de amostra clinica no peritonio do camundongo e subsequente dernonstracao do agente 
ou da resposta anticorpica do animal. 

O T. pallidum e mantido por inoculagao em testiculo de coelho, e os virus, como o da hepatite B (HBV), da hepatite C 
(HCV), parvovirus B19 e da rubeola, nao o sao ou sao de dificil cultivo. 

As tecnicas de biologia molecular (ver Capitulo 3), principalmente a reagao em cadeia da polimerase (PCR), vem sendo 
cada vez mais utilizadas, exibindo resultados de grande sensibilidade, principalmente para o LA e o sangue de cordao umbilical. 
Com a crescente demanda dessa metodologia, tambem para outras areas do diagnostico laboratorial, kits industrializados e 
equipamentos de alta tecnologia estao disponiveis no mercado, tanto para detecgao qualitativa quanto quantitativa para DNA ou 
RNA dos agentes mais importantes. 

Atualmente, kits comerciais, muitos deles de realizagao automatica, como a PCR em tempo real ( real-time PCR), ja fazem 
parte da rotina do dia a dia em grandes laboratories. 

Infecgao congenita por citomegalovirus 

O CMV e membro da familia Herpesviridae, e, assim, a infecgao primaria e seguida pela cronica ou latente por toda a vida do 
hospedeiro, com reativagoes periodicas. Tanto a infecgao primaria quanto as recorrentes (reativagao e reinfeegao) podem 
resultar em consequencias diferentes, dependendo da integridade imunologica do hospedeiro, como: 

• Individuos imunocompetentes: infeegoes ocorrem de forma assintomatica na maioria dos casos. Entretanto, cerca de 1% dos 
infectados desenvolve, entre 3 e 8 semanas apos a exposigao, doenga sintomatica com evidencias clinicas e laboratoriais da 
infecgao primaria 

• Individuos imunocomprometidos, como os infectados pelo HIV, receptores de transplantes e pacientes com cancer: o CMV 
assume alta virulencia, resultando em doengas graves, como pneumonite, retinite, hepatite, meningoencefalite e doenga 
gastrintestinal, como esofagite e colite. Em geral, a infecgao pode ser controlada com medicamentos antivirais 

• Fetos e recem-nascidos: e no feto que a patogenicidade do CMV pode causar maior dano, sendo lider entre todos os agentes 
causadores de infecgao congenita. Ja infecgao perinatal e, em geral, benigna, na maioria dos casos de expressao subclinica. 

A infecgao latente ocorre nas celulas que apresentam antigenos, como os macrofagos e a celulas dendriticas, de onde 
reativam. Essas celulas transportam CMV por todo o corpo, com infecgao produtiva nas celulas endoteliais, glandulas salivares, 
tecidos de orgaos solidos, epitelio do trato urinario e endotelio uterino. 

A reinfeegao pode ocorrer quando o individuo, ja soropositivo, adquire infecgao por uma cepa de CMV geneticamente 
diferente. 

O CMV e cultivavel in vitro, mas e altamente especie-especifico, propagando-se somente nos fibroblastos humanos ou em 
celulas originadas de primatas. Replica-se lentamente, com tipico aumento da celula hospedeira, produzindo como caracterfstica 
a inclusao citomegalica citoplasmatica e nuclear, e foi dessa caracterfstica que originou o nome do virus. O CMV possui um dos 
maiores genomas entre os virus que infectam seres humanos, codificando mais de 200 produtos geneticos. 

■ Transmissao 

O CMV e transmitido por contato da superficie mucosa com a secregao infectada, como saliva, urina, sangue, leite materno e 
secregoes genitais, bem como por produtos do sangue e transplante de orgaos. 

A viremia ocorre poucas semanas a meses apos infecgao, periodo em que o CMV pode ser isolado dos granulocitos 



circulantes. Logo apos a infeccao primaria, ha excrecao urinaria (antigeruiria) em altos titulos, geralmente, por mais de 1 ano, 
mas, no caso da infecgao congenita ou perinatal, essa excrecao pode persistir cerca de 5 anos na urina e 2 a 4 anos na saliva. 

A transmissao pode ocorrer durante todo o perfodo gestacional (infecgao congenita), durante o parto ou aleitamento 
materno (infeccao perinatal), na infancia e no adulto (infecgao adquirida). 

A transmissao do CMV aofeto pode resultar em consequencias que variant de acordo com a idade gestacional, sendo mais 
grave quando a transmissao se der na primeira metade da gestacao, ate cerca de 16 semanas, com sequelas graves, como a 
calcificagao intracraniana e o retardo no crescimento intrauterino. 

A infecgao primaria materna resulta em taxa de transmissao de cerca de 40% (20 a 50%) e e mais grave para o feto do que 
as infeccoes recorrentes, resultando em recem-nascido sintomatico, na maioria dos casos. 

Ja nas maes soropositivas antes da gestacao, o risco de transmissao congenita e baixo, sendo de 0,5 a 2%. Mesmo nas 
criancas infectadas, a maioria e assintomatica, com baixo risco de apresentarem sequelas, demonstrando assim uma protecao 
parcial da imunidade humoral e celular materna preexistente. Essa protecao nao e absoluta, pois em raros casos foram 
observadas infecgbes sintomaticas com acometimento neurologico em maes soropositivas antes da gestacao. 

A incidencia de i nfeccao congenita ou perinatal e mais alta em pafses em desenvolvimento, onde quase 100% da populacao 
ja e soropositiva na idade gestacional. Assim, a transmissao vertical e resultado das infcccdes maternas recorrentes. Nos pafses 
desenvolvidos, somente 40 a 60% das maes tiveram a infecgao antes da gestacao, tornando essa populagao mais preocupante 
pela possibilidade de adquirir a infeccao primaria durante a gravidez. 

No Brasil, trabalhos realizados em Ribeirao Preto demonstraram soropositividade materna para CMV de 95%, com 
incidencia de 2,6% de infecgao congenita e 38,1% de infeccao perinatal. Outros fatores tem sido associados a maior taxa de 
transmissao do CMV ao feto, mas nenhuma bem definida, como a imunossupressao materna, por exemplo, ou a coinfecgao com 
inf echoes sexualmente transmitidas. 

■ Aspectos clmicos 

A infeccao da placenta pela via hematogenica ou de modo ascendente a partir do trato genital precede a infecgao do embriao ou 
do feto. Entretanto, nem todos os casos de infeccao placentaria resultam em infeccao do feto. A lesao dos orgaos parece ser 
devido a a<jao direta do virus e nao por um mecanismo imunopatologico, com infecgao do endotelio como evento final. 

O efeito da infeccao por CMV pode resultar em aborto, natimorto e retardo no desenvolvimento intrauterino ou, ainda, 
criancas sintomaticas com ou sem sequelas ate as totalmente assintomaticas. 

A infeccao por CMV e a mais frequente entre todas as infecgoes congenitas, com uma incidencia de 0,2 a 2,2% de todos os 
recem-nascidos vivos. Destes, cerca de 10% sao sintomaticos ao nascer, dos quais 20% irao a obito e 90% dos que 
sobreviverem poderao desenvolver sequelas ao longo da vida, principalmente deficiencia auditiva e neurologica. 

Mesmo entre os assintomaticos, 5 a 17% desenvolverao alguns sintomas, geralmente nos primeiros 2 anos de vida, como a 
perda auditiva, o que torna essa infeccao a causa mais importante de deficiencia auditiva, e algum comprometimento 
neurologico discreto a moderado (Figura 22.5). 



Figura 22.5 A e B. Consequencias de uma infecgao congenita por CMV em recem-nascido sintomatico e assintomatico. Adaptada de 
Liptz etal., 2002. 2 





















Nos recem-nascidos, as manifestagoes clmicas mais comuns da infecgao congenita por CMV incluem: 

• Prematuridade, baixo peso, ictericia, hepatoesplenomegalia e petequias 

• Sinais neurologicos: microcefalia, retardo mental, anormalidade motora, perda auditiva neurossensorial bilateral ou unilateral e 
dificuldade no aprendizado 

• Coriorretinite, retinite pigmentar, atrofia otica, estrabismo 

• Pneumonites e outros. 

A mortalidade nos recem-nascidos sintomaticos infectados congenitamente e de 4 a 12% nas primeiras 6 semanas de vida, 
aumentando para 30% ate completar o primeiro ano. 

■ Diagnostico imunologico da infecgao adquirida | Infecgao primaria 

A resposta imune celular e humoral e os componentes da resposta inata estao envolvidos na protegao contra o CMV, 
principalmente as celulas T CD8+ e as celulas NK. Essa resposta nao previne a infecgao por uma nova cepa viral, mas parece 
proteger contra a doenga sintomatica mais grave. 

O uso de imunoensaios na sorologia e o principal meio de diagnostico da infecgao primaria por CMV, sendo a detecgao da 
soroconversao a forma mais segura de diagnostico. Entretanto, essa infecgao, por ser tipicamente assintomatica, nao possibilita 
a coleta de sangue no momento adequado, ou seja, antes ou muito precocemente na fase aguda, quando o paciente ainda e 
soronegativo. Pela mesma razao, e tambem dificil obter a segunda amostra, na fase de convalescenga, para verificar a conversao 
do resultado de negativo para positivo. 

Em individuos imunocompetentes, anticorpos IgM sao detectados precocemente na infecgao primaria, com pico em 1 a 3 
meses, declinando a seguir, ate negativagao em 6 meses, raras vezes em ate 1 ano. 

Apesar de a IgM anti-CMV ser o metodo mais pratico de diagnostico de infecgao primaria, observam-se varios fatores que 
influenciam negativamente no desempenho diagnostico desses testes, como: 

• Resultados nao concordantes entre testes comerciais de procedencias ou lotes diferentes, principalmente pela diferenga na 
composigao antigenica ou na proporgao dos epitopos disponiveis para a reagao 

• Persistencia prolongada de IgM muitos meses apos a infecgao primaria, dificultando a interpretagao de um resultado positivo 

• Reaparecimento da IgM anti-CMV em cerca de 40% dos casos de reativagao ou reinfecgao 

• Resultados falso-positivos apos infecgao por EBV, o qual e um potente estimulador de celulas B e pode levar a produgao de 
anticorpos da classe IgM contra outros agentes com os quais, no passado, o paciente ja teve contato, inclusive o CMV. 
Reagao cruzada pode tambem ocorrer entre anticorpos IgM dos dois virus, devido a presenga de antlgenos semelhantes entre 
si, por serem, ambos, virus do grupo herpes 

• Interferencia dos anticorpos IgM com especificidade contra antlgenos celulares, provenientes da contaminagao da preparagao 
antigenica por componentes das celulas utilizadas no cultivo do virus 

• Testes com antlgenos recombinantes nao apresentam ainda uma avaliagao definitiva. A falta de um teste que seja padraoouro 
dificulta a comparagao e a analise dos resultados dos novos testes. A detecgao do DNA do CMV nao e adequada como 
padrao, uma vez que a excregao viral e intermitente em individuos imunocompetentes, e os resultados negativos e positivos 
podem se alternar em um mesmo indivlduo 

• Interferencia do FR eventualmente presente no soro, bem como de grande excesso, como descrito anteriormente. Recomenda- 
se, assim, o teste de captura da IgM e o teste de avidez da IgG. Muitas vezes, a detecgao do virus ou do seu acido nucleico 
torna-se necessaria quando os testes sorologicos nao permitem decisao. 

Os anticorpos IgG sao tambem precocemente detectados, com pico em 1 a 2 meses apos o inlcio da infecgao e persistem 
toda a vida. O teste de avidez da IgG, baseado na diferenga de afinidade funcional da IgG nas infecgdes recentes e passadas, 
permite o diagnostico da infecgao primaria por um perlodo de 4 a 5 meses apos o inlcio da infecgao. O encontro de IgG de baixa 
avidez traduz uma infecgao primaria e o de alta avidez exclui a infecgao primaria. 

O IA medio de uma infecgao primaria, apos 3 meses, e menor que 20% (baixa) e, entre 4 e 6 meses, de 30 e 50% 
(intermediaria). Assim, o encontro de IA de 50% em uma amostra coletada no primeiro trimestre de gravidez pode ser associado 
a maior risco de transmissao fetal, e IA > 65%, a menor risco. 

O teste de antigenemia nao apresenta uma sensibilidade adequada, mesmo em amostras colhidas no inlcio da infecgao. A 
detecgao do DNA do CMV por PCR para o diagnostico da infecgao primaria em gestantes e mais senslvel no inlcio da infecgao, 
mas muitas vezes apresentam resultados nao concordantes entre diferentes laboratories. 


O diagnostico molecular deve ser feito em amostra de urina de recem-nascido, por sua maior sensibilidade em relapao a 
amostra de sangue. A amplificapao do mRNA pode monitorar a transcripao de produtos virais e assim correlacionar-se com a 
infecpao ativa, sendo util para pacientes imunocomprometidos. 

Testes moleculares quantitativos tem apresentado alta correlapao com a doenpa citomegalica pos-transplante, mas a carga 
viral no sangue materno nao tem mostrado correlapao importante com a taxa de transmissao congenita do CMV nem com a 
gravidade da infecpao fetal. 

■ Diagnostico laboratorial da infecgao congenita 

A imunidade materna parece nao proteger contra a transmissao ao feto apos uma reativapao ou reinfecpao, mas resulta em uma 
infecpao menos virulenta. Nao se verifica, tambem, uma associapao entre a intensidade da resposta anticorpica materna e a 
gravidade da infecpao congenita. 

Entretanto, a resposta linfoproliferativa, um dos testes de avaliapao da imunidade celular, mostrou estar baixa em recem- 
nascidos com infecpao congenita ou perinatal, principalmente nos casos sintomaticos, mostrando haver uma supressao da 
resposta imune celular especffica ao CMV. De fato, recentes trabalhos tem demonstrado que muitos produtos genicos do CMV 
apresentam propriedades imunomoduladoras supressoras. 

■ Diagnostico intrauterino e no recem-nascido 

Para o LA, a PCR e o metodo de escolha no diagnostico da infecpao congenita, e a carga viral, nesse material, e um parametro 
promissor como preditivo de prognostico clinico dessa infecpao. 

A coleta do LA deve ser realizada entre 21 e 22 semanas de gestapao, pois, antes da 20- semana, resultados falso-negativos 
podem ser observados. Alem disso, deve ser feita decorridas 6 a 9 semanas apos a infecpao materna, penodo necessario para 
que o virus seja detectavel nesse material. 

Entretanto, nem todos os resultados positivos pela PCR sao tambem positivos pela cultura do virus, e, nesses casos, menor 
frequencia de infecpao fetal tem sido relatada. Contudo, se a positividade for para ambos os testes, a probabilidade da infecpao 
fetal e de 94%. 

A cordocentese pode ser feita em torno de 21 semanas de gestapao e permite realizar, no sangue do cordao umbilical, a 
detecpao do virus e/ou a PCR, assim como o teste sorologico para IgM, alem de contagem de plaquetas e teste de funpao 
hepatica. 

0 exame fetal por ultrassonografia pode revelar microcefalia, ascite, hepatomegalia, dilatapao ventricular, retardo no 
crescimento intrauterino, derrame pericardico, calcificapao intracraniana, calcificapao abdominal e outros. Entretanto, a 
sensibilidade desse exame e baixa, de 30 a 50%. 

No recem-nascido, o diagnostico da infecpao congenita por CMV pode ser feito por detecpao do virus ou do seu acido 
nucleico e por testes sorologicos para IgM, avidez da IgG e acompanhamento de niveis sericos de anticorpos IgG especificos 
por 6 meses a 1 ano. 

Imunoensaios 

Apesar da baixa sensibilidade, em torno de 80%, testes de detecpao da IgM anti-CMV auxiliam o diagnostico da infecpao 
congenita por CMV. 

Anticorpos IgM podem ser detectados, muitas vezes, por longos periodos (6 a 9 meses) apos a infecpao primaria, bem 
como durante a reativapao e a reinfecpao. Assim, entre as gestantes IgM positivas, apenas 7,5% resultam em infecpao congenita, 
podendo-se considerar a positividade de IgM apenas um ponto de partida para investigar o real risco para o feto, por meio de 
outros testes. 

Nos recem-nascidos nao infectados, os anticorpos IgG de transferencia placentaria sao gradualmente eliminados dentro de 
6 meses ou, as vezes, ate 12 meses. Ja nos infectados congenitamente, os anticorpos IgG mantem-se sempre positivos, com 
declinio inicial, seguido de elevapao progressiva de titulos, o que constitui um dos criterios de diagnostico sorologico da 
infecpao congenita. 

■ Testes laboratoriais de detecgao do citomegalovi'rus ou seus componentes 

Cultura do virus 

A maioria das crianpas congenitamente infectadas excreta grandes quantidades de virus na urina ou nas secrecoes respiratorias. 


Assim, o isolamento do virus na urina ou na saliva, nas primeiras 2 ou 3 semanas de vida, representa o metodo mais seguro de 
diagnostico da infeegao congenita por CMV, pois, alem de ser um teste de diagnostico definitivo, somente a infeegao congenita 
resultara em cultura positiva nesse periodo. Exames realizados posteriormente nao distinguem uma infeegao congenita da 
perinatal, pois ambos podem ser positivos. 

0 metodo de cultura e demorado, necessitando de 3 a 4 semanas para se obter o resultado. A revelagao por anticorpos 
fluorescentes contra as proteinas precoces do CMV ou a tecnica do shell vial (antigenemia CMV) constitui um modo de 
obtcncao rapido de resultados, podendo-se finalizar o exame em 48 h apos a inoculagao do material clinico, com sensibilidade 
de 80 a 90% e especificidade superior a 95%. O metodo de cultura depende das condicoes de transporte e processamento das 
amostras e e a maior causa de erros pre-analiticos desse metodo, podendo levar a resultados falso-negativos. 

Reagao em cadeia da polimerase 

Alem do diagnostico intrauterino, testes moleculares podem ser feitos na urina ou no sangue dos recem-nascidos. Esse teste e 
sujeito a resultados falso-positivos por DNA de outros materials ou ainda de sangue matemo, que pode ter contaminado o 
sangue do cordao umbilical. 

A sensibilidade da PCR varia entre diferentes laboratories, mas geralmente se situa entre 80 e 100%, comparando-se com 
os metodos de cultura. Tambem nesse caso, a coleta do material nas primeiras 3 semanas de vida e importante para distinguir a 
infeegao congenita da perinatal. 

A determinagao da carga viral nos leucocitos perifericos de recem-nascidos mostra que a alta carga viral correlaciona-se 
com a infeegao congenita sintomatica. O monitoramento dessa carga viral pode ser util no acompanhamento de tratamento 
antiviral de recem-nascidos infectados. 

Antigenemia pp65 no sangue 

Esse metodo e de pouco auxilio no diagnostico da infeegao congenita, para a qual menos da terga parte dos recem-nascidos 
infectados fornece resultados positivos. Outras alteragoes laboratoriais incluem: concentragao serica das aminotransferases, 
trombocitopenia e hiperbilirrubinemia conjugada. 

Rubeola 


Ate 1941, rubeola era considerada uma doenga benigna da infancia, autolimitada e sem nenhuma consequencia grave. A 
primeira descrigao do efeito teratogenico do virus foi feita durante uma epidemia que assolou a Europa, na decada de 1940, por 
Norman McAlister Gregg, oftalmologista que descreveu um grupo de criangas com catarata e algumas com doenga cardiaca 
congenita em um curto periodo de tempo no Pais de Gales, todas nascidas de maes que tiveram rubeola no inicio da gravidez. 

A sindrome da rubeola congenita (SRC) foi assim descrita, complementada com novas informagoes a cada epidemia, como 
a pandemia que ocorreu no mundo, em 1962 a 1965. Entretanto, a partir de 1969 e 1970, houve uma grande mudanga na 
epidemiologia da rubeola com a introdugao da vacinagao para seu virus, inicialmente nos EUA, no Canada e na Inglaterra. A 
rubeola e a SRC praticamente desapareceram nos paises desenvolvidos, ficando restritas a certos grupos populacionais 
segregados. 

■ Virus da rubeola 

E membro da familia Togaviridae e contem um RNA de fita simples, de 9.762 nucleotidios, sendo unico membro do genero 
Rubivirus. Possui um nucleocapsidio de simetria ciibica, envolto em uma lipoproteina do envelope, que apresenta projegoes, 
formadas de duas glicoproteinas, El e E2. 

Respostas celular e humoral sao produzidas contra as tres estruturas, mas e na glicoproteina El que se localizam os 
principals epitopos imunodominantes. A vacina da rubeola protege contra todas as cepas, pois, apesar de apresentarem dois 
genotipos, o virus e antigenicamente homogeneo. 

A transmissao ocorre via inalagao do aerossol contendo altas concentragoes de particulas virais, que infectam celulas do 
trato respiratorio superior e da faringe, em que ocorre a primeira multiplicagao. Segue-se a viremia, que resulta na infeegao 
sistemica, com envolvimento de varios orgaos, incluindo a placenta. 

O virus e excretado na nasofaringe por cerca de 1 semana antes do rash (eritema papular) ate 1 a 2 semanas apos, raras 
vezes excedendo esse intervalo. Nos recem-nascidos com rubeola congenita, a excregao viral persiste longos perfodos, sendo 
assim uma fonte de infeegao para os suscetiveis. 



Em criangas, sintomas constitucionais sao ausentes ou muito discretos, mas no adulto podem ocorrer febre, mal-estar 
seguido de rash cutaneo. Com o desenvolvimento da resposta imune humoral, o rash desaparece, assim como a viremia. 

A rubeola pos-natal pode vir acompanhada de complicacoes, principalmente das articulagoes. Artrites e artralgias 
transitorias de 3 a 4 dias, raras vezes mais, sao as mais frequentes, podendo ocorrer em mais de 50% das mulheres jovens com 
infeccoes naturais e em cerca de 40% apos a vacinagao. O mecanismo provavel e imunopatogenico, uma vez que os virus da 
rubeola podem ser detectados no llquido sinovial formando imunocomplexos. 

O diagnostico laboratorial e essencial, pois a maioria dos casos e totalmente assintomatica. Algumas infeccoes sao 
clinicamente indistingufveis da rubeola, como a infecgao por parvovirus B19, que pode, tambem, apresentar febre, exantema e 
acometimento das articulagoes. O parvovirus B19 nao e teratogenico, mas pode resultar em insucesso da gestagao, 
principalmente no segundo trimestre da gravidez. Diagnostico diferencial deve ser feito, tambem, entre herpes-virus humano 6, 
dengue e sarampo. 

■ Vacinagao antirrubeola 

Apos o licenciamento da vacina constituida de virus da rubeola vivo e atenuado, nos anos 1960, a epidemiologia da doenca 
mudou completamente. A cepa RA27/3, cultivada em celulas diploides humanas, fornece o imunogeno cuja taxa de 
soroconversao e de 95% em vacinados maiores que 11 meses. 

No estado de Sao Paulo, o Centro de Vigilancia Epidemiologica, por meio de Programa Controle da Rubeola e da 
Sindrome da Rubeola Congenita, iniciou, em 1992, o programa de vacinagao de criangas de 1 a 10 anos, substituindo a vacina 
monovalente contra o sarampo por vacina triplice viral, a MMR ( measles, mumps, rubella), que consiste em virus da rubeola da 
cepa RA 27/3 combinada com os virus do sarampo e da caxumba e que passou a fazer parte do calendario vacinal da rede 
publica. Tornou, ainda, obrigatoria a notificagao da rubeola e da SRC. 

A primeira dose de vacina triplice viral deve ser administrada aos 12 meses de idade e, a segunda, aos 5 a 6 anos 
simultaneamente com o segundo reforgo de DTP (difteria, tetano e coqueluche) e Sabin. 

Os efeitos adversos da vacina sao poucos, mas artrites e artralgias podem ocorrer em cerca de 40% dos vacinados, 
principalmente mulheres jovens. Por ser uma vacina constituida de virus vivo, e contraindicada aos pacientes 
imunocomprometidos e as gestantes. 

Na rubeola naturalmente adquirida, os anticorpos persistem 20 ou mais anos, provavelmente toda a vida, mas em alguns 
casos os seus niveis sericos podem declinar com o passar dos anos para valores inferiores a 10 Ul/m t. Esses individuos, quando 
desafiados com a vacina nasal, demonstram um rapido aumento nas concentracoes de anticorpos contra rubeola, tipico da 
resposta imune secundaria, mas com viremia rara ou baixa e, provavelmente, insuficientes para causar lesao fetal. De fato, 
nenhum caso de SRC foi observado em vacinagao realizada, inavertidamente, em mulheres no inicio da gravidez. 

No Brasil, na campanha contra rubeola que incluia, tambem, mulheres em idade gestacional, mais de 6.000 gravidas foram 
inadvertidamente vacinadas, mas nenhum caso de rubeola congenita foi detectado. 

■ Sindrome da rubeola congenita 

Transmissao ao feto 

A transmissao do virus da rubeola ao feto pode ocorrer durante todo o periodo de gestagao, porem o risco fetal depende da idade 
gestacional, provavelmente devido a variagao na estrutura placentaria. Assim, taxas de infecgao congenita, de acordo com o 
periodo da rubeola materna, tem sido relatadas na literatura como sendo: 

• Primeiro trimestre: 67 a 90% 

• Segundo trimestre: 25 a 67% 

• Terceiro trimestre: 35 a 100%. 

Nao ha transmissao ao feto quando a rubeola ocorrer antes da gravidez. Durante a viremia materna, a infecgao da placenta 
pode levar o agente ate o feto que, estando no inicio da gravidez, tem seu sistema de defesa ainda imaturo e pode resultar em 
embriopatia por virus da rubeola com necrose celular, sem nenhuma resposta inflamatoria. As celulas infectadas tem vida curta 
e numero reduzido nos orgaos. Estudos experimentais demonstram que a indugao anormal de apoptose pode ocorrer em celulas 
infectadas e tambem nas celulas vizinhas nao infectadas. 

A lesao fetal e multifatorial, resultante do dano celular virus-induzido e do efeito do virus sobre a mitose. Tais eventos, se 
ocorrerem no inicio da gravidez, podem resultar no retardo e desorganizagao da organogenese do feto, expressa como recem- 


nascido de baixo peso, com anomalias estruturais em olho, coragao, cerebro, surdez neurossensorial e outros orgaos (Tabela 
22.2 e Figura 22.6). 

As anormalidades no feto dependem da idade gestacional em que ocorre a rubeola materna e e mais grave quanto mais 
precocemente a rubeola primaria ocorrer na gravidez. Assim, o risco estimado de defeito congenito e de 90% na rubeola antes 
de 11 semanas de gravidez; 33% entre 11 e 12 semanas; 11% de 13 a 14 semanas; 24% entre 15 e 16 semanas; e praticamente 
ausente apos 16 semanas. A surdez e a retinopatia sao, muitas vezes, as unicas manifestagoes da rubeola congenita. 


Tabela 22.2 Principals manifestagoes cllnicas da rubeola congenita. 

Orgao envolvido 

Efeito 

Cerebro 

Microcefalia 


Retardo mental 

Olho 

Catarata 


Microftalmia 

Ouvido 

Surdez 

Coragao 

Cardiopatia congenita 

Ffgado, bago 

Hepatoesplenomegalia 

Purpura trombocitopenica 

Anemia 

Geral 

Baixo peso 

Mortalidade infantil maior 



Figura 22.6 Embriao de 40 dias com aproximadamente 2 cm. 

A reinfecgao, mais comum em pessoas vacinadas do que naquelas que tiveram infecgoes naturalmente adquiridas, e na 
















maioria dos casos assintomatica, sendo o risco para o feto praticamente ausente. Durante todo o periodo intrauterino, o virus 
estabelece uma infeegao cronica persistente com o envolvimento de muitos orgaos. Apos o nascimento, ele mantem a excrecao 
viral nas secregoes respiratorias e na urina por meses a anos, constituindo, assim, uma fonte de disseminagao viral e transmissao 
para os individuos suscetiveis. 

Alguns mecanismos tem sido apontados para a persistencia viral nos fetos/recem-nascidos, como a pouca eficiencia em 
montar sua resposta imune celular e a tolerancia imunologica a proteina El do virus da rubeola. 

Aspectos clinicos 

As manifestacoes da SRC podem ser detectadas ao nascer, mas em alguns casos so se tornam aparentes apos meses ou anos de 
vida. As principals manifestacdes sao: 

• Transitorias: purpura trombocitopenica neonatal, anemia hemolitica, hepatite, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, 
miocardite, meningoencefalite, lesoes osseas, baixo peso 

• Permanentes: surdez, doenca cardiaca congenita, catarata, glaucoma, microftalmia, retinopatia pigmentar, microcefalia, retardo 
psicomotor 

• Tardias: diabetes mellitus, hipo e hipertireoidismo, menopausa precoce, osteoporose, panencefalite subaguda. 

Em uma grande revisao de casos de SRC confirmada laboratorialmente, a frequencia das principals sequelas foi: 
deficiencia auditiva (60%), doenca cardiaca congenita (45%), microcefalia (27%), catarata (25%), baixo peso (< 2.500 g) ao 
nascer (23%), purpura (17%), hepatoesplenomegalia (19%), retardo mental (13%) e meningoencefalite (10%). 

Diagnostico laboratorial da rubeola adquirida 

O diagnostico pre-natal da rubeola congenita inicia-se com o diagnostico da rubeola primaria materna. Anticorpos 
neutralizantes antivirus da rubeola podem ser detectados por teste de inibigdo de hemaglutinagdo (IHA) e hemolise radial 
simples. O IHA foi utilizado por muitas decadas e e considerado referenda para o diagnostico sorologico da rubeola, 
apresentando alta correlagao com a imunidade. Entretanto, e um teste de dificil padroni zagao, com muitas etapas e que utiliza 
reagente perecivel e de dificil obtengao, como as hemacias de aves de 1 dia de vida (pinto, ganso ou pombo). 

Atualmente, devido a complexidade desse teste, a maioria dos laboratories utiliza o teste imunoenzimatico tipo ELISA ou 
quimiluminescencia para IgG e IgM. A concentracao de anticorpos IgG de 10 U1/in (: e a mais adotada como limiar de 
reatividade ( cut off), sendo os valores superiores associados a imunidade. 

A deteegao de anticorpos IgM e a tecnica mais utilizada e pratica de diagnostico da infeegao recente por virus da rubeola. 
Esses anticoipos sao detectados muito precocemente, cerca de 3 dias apos o rash, atingindo o pico em 7 a 10 dias. Seus niveis 
declinam rapidamente, entre 1 e 2 meses pela tecnica de IHA, mas podem permanecer positivos durante periodos prolongados 
de 2 a 6 meses, raramente 1 ano, nos imunoensaios mais modernos. 

A atual metodologia de deteegao da IgM antirrubeola, como a captura de IgM, e o uso de recursos de geragao de sinais 
potentes tornaram os testes bastante sensiveis, o que deixou a interpretagao clinica dos resultados mais complexa devido a 
persistencia desses anticorpos IgM muito tempo apos a infeegao primaria e a sua deteegao nas reinfeegdes. Todos os cuidados 
para evitar resultados falso-negativos e falso-positivos devem ser tornados, como ja descrito anteriormente. 

Os anticorpos IgG antivirus da rubeola sao detectados dentro de 3 a 4 dias apos o inicio dos sintomas, atingindo o pico em 
2 semanas. Em seguida, declinam lentamente, persistindo toda a vida na maioria dos individuos (Figura 22.7). 

A reinfeegao pode ocorrer, mas e mais frequente nos individuos imunizados por vacinagao, nos quais os anticorpos IgM 
podem ser detectaveis, ainda que em baixos niveis, e podem dificultar o diagnostico, pois, associados a subita elevagao dos 
niveis de IgG, podem ser interpretados como uma infeegao primaria. O encontro de anticorpos IgG de alta avidez auxilia no 
diagnostico da reinfeegao. 

Diagnostico laboratorial da rubeola congenita / Intrauterino 

O diagnostico laboratorial da rubeola congenita pode ser feito no feto, muito precocemente, pela coleta de vilosidade corionica, 
amniocentese e cordocentese. Nesses materials, sao aplicadas tecnicas de deteegao do virus da rubeola, como a cultura, pouco 
utilizada, a tecnica de imunoistoquimica e a deteegao do RNA do virus da rubeola por tecnicas moleculares. 
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Figura 22.7 Curva sorologica da rubeola primaria materna. 

A biopsia das vilosidades corionicas e pouco recomendada devido a elevada taxa de perda fetal. A presenea do virus no 
material de biopsia deve ser interpretada com cuidado, pois um resultado positivo pode nao representar uma infecgao fetal. 

A amniocentese deve ser feita apos 15 semanas de gestacao e pelo menos 8 semanas apos a infecgao materna. Testes 
moleculares realizados no LA necessitam de melhores padroni zagoes e tem fornecido resultados conflitantes entre diferentes 
relatos, variando a sensibilidade entre laboratories. 

A cordocentese e atualmente a melhor tecnica de diagnostico fetal e deve ser realizada apos 22 a 24 semanas de gravidez. 
O sangue permite realizar tanto tecnicas virologicas e moleculares quanto sorologicas. 

A PCR apos transcrigao re versa (RT-PCR) tem mostrado alta sensibilidade no sangue fetal e resultados mais consistentes 
entre diversos autores, e e uma ferramenta de escolha para o diagnostico intrauterino da rubeola congenita. 

Testes sorologicos para o diagnostico da SRC devem levar em conta o padrao de resposta imune, que e peculiar e unica. 
Observa-se uma resposta por anticorpos IgM prolongada, lenta maturagao da avidez da IgG e resposta imune celular reduzida, 
como parte do efeito do virus sobre o feto ainda em formacao. O efeito devastador sobre o feto e mais acentuado quanto mais 
precoce for a infecgao durante a gravidez. 

Apesar de o feto conseguir sintetizar a IgM a partir da 20- semana de gestacao, a presenea de IgM especifica na rubeola e 
quase sempre observada somente apos a 22- a 24- semana, e os imunoensaios podem mostrar resultado falso-negativo quando a 
coleta for realizada antes desse perfodo. Nesse caso, uma segunda amostra colhida mais tarde pode apresentar melhor 
sensibilidade. 

A passagem placentaria da IgG materna a partir de 17 semanas, ainda em baixos niveis, aumenta para quantidades elevadas 
a partir de 38 semanas, atingindo, no momento do nascimento do bebe, niveis semelhantes ou maiores que os da mae. 

Diagnostico laboratorial da smdrome da rubeola congenita em recem-nascido 

O virus pode ser isolado das secrecoes respiratorias em cerca de 80 a 90% dos recem-nascidos com SRC durante o primeiro mes 
de vida, e vai diminuindo progressivamente no primeiro ano. O metodo de cultura e muito elaborado e praticamente feito 
apenas em laboratories especializados, mas a RT-PCR tem demonstrado alta sensibilidade e vem substituindo o isolamento 
viral. 

Apos o nascimento, os anticorpos maternos transferidos passivamente sao catabolizados atingindo niveis minimos em 3 a 5 
meses. Entretanto, a sintese da IgG na crianga recupera esses baixos niveis voltando a se elevar novamente. Assim, a tipica 













negativagao da IgG antirrubeola em criangas nao infectadas nao existe na rubeola congenita. A persistencia de resultado 
positivo da IgG antirrubeola mais de 6 meses a 1 ano constitui outro dos recursos de diagnostico da rubeola congenita. 

Os anticorpos IgM sao detectados em quase todos os casos de SRC apos 3 meses de vida, nos testes mais sensfveis, como o 
teste de captura da IgM, mas declinam em seguida para menos de 50% aos 12 meses e raras vezes sao detectados aos 18 meses. 

A maturagao da avidez de IgG ocorre muito lentamente na SRC, podendo a IgG de baixa avidez ser detectada por cerca de 
3 anos. Assim, quando nao foi possivel detectar a IgM em tempo adequado, a avidez de IgG pode auxiliar no diagnostico da 
SRC. 

Um metodo alternativo seria a vacinagao de crianga com forte suspeita de SRC, mas negativa para anticorpos antirrubeola. 
No entanto, criangas com SRC nao respondem a vacinagao contra rubeola, possivelmente pelo efeito imunossupressor do virus, 
ou devido a tolerancia induzida na vida intrauterina. 

Outras alteragoes laboratoriais, como a eritroblastose, a trombocitopenia, a anemia e as enzimas hepaticas, podem, 
tambem, ser observadas. 

Sifilis congenita 

A infecgao por T. pallidum /sifilis esta descrita no Capitulo 16. Assim, somente alguns aspectos da transmissao vertical, da 
clinica e do diagnostico laboratorial da sifilis congenita serao abordados neste capitulo. 

A sifilis congenita e uma infecgao causada pela disseminagao hematogenica do T. pallidum , da gestante infectada para o 
seu concepto. 

A notificagao tanto da sifilis congenita quanto da gestante e compulsoria e vem mostrando aumento dessa infecgao nos 
ultimos anos. Em 2016, no Brasil, foram notificados 20.472 casos de sifilis congenita, dos quais 285 culminaram em obito.’ 

■ Transmissao congenita 

A transmissao fetal pode se dar em qualquer idade gestacional, sendo maior com sifilis materna nao tratada e com estagios 
primario e secundario, quando se observam taxas de 70 a 100%, reduzindo para cerca de 30% nas demais fases (40% na fase 
latente precoce e para 10% na latente tardia). Assim, quanto mais tempo decorrer entre o inicio da infecgao materna e a 
gestagao, menor sera a taxa de transmissao (Tabela 22.3). Pode haver morte perinatal em 40% das criangas infectadas. 

■ Aspectos clinicos 

A sifilis congenita e uma doenga que envolve multiplos orgaos com extensa reagao imune-inflamatoria de evolugao cronica. 
Mais da metade dos recem-nascidos com sifilis congenita sao assintomaticos, e os sintomaticos podem apresentar sinais e 
sintomas pouco caracteristicos, dificultando o diagnostico clinico. 

A doenga pode resultar em abortamento (perda gestacional com ate 22 semanas de gravidez ou peso menor que 500 g), 
natimorto (morte fetal apos 22 semanas de gestagao ou com peso superior a 500 g), prematuridade, feto hidropico, recem- 
nascidos sintomaticos e recem-nascidos assintomaticos. 

As manifestagoes da sifilis congenita pos-natal podem ser divididas em dois estagios: precoce, quando ocorre ate 2 anos de 
vida, e tardio, quando as manifestagoes surgem apos 2 anos de idade. 

Os achados mais caracteristicos das manifestagoes precoces sao: prematuridade e baixo peso (10 a 40%), hepatomegalia 
com ou sem esplenomegalia (33 a 100%) e alteragoes osseas na radiografia (75 a 100%). Pode haver outras manifestagoes como 
finite sanguinolenta, coriza, obstrugao nasal, alteragoes respiratorias, pneumonia, ictericia, anemia grave, hidropisia, edema, 
pseudoparalisia dos membros, fissura peribucal, condiloma piano, penfigo palmoplantar e outras lesoes cutaneas, febre, choro 
ao manuseio, e outros. Muitas manifestagoes nao estao presentes no momento do nascimento, mas podem se desenvolver ate os 
3 meses de vida. 


Tabela 22.3 Sensibilidade do teste de VDRL e taxa de transmissao de acordo com a fase da sifilis materna. 


Perlodo do contato 

sexual 

Sensibilidade do VDRL 

Evolugao da sifilis 

Taxa de transmissao 

3 semanas 

75% 

Sifilis primaria 

70 a 100% 

6 a 8 semanas 

100% 

Sifilis secundaria 

90% 



: 1 ano 

Titulos baixos 

Latencia precoce 

Cerca de 30% 

■ 1 ano 

Titulos baixos ou 

negativos 

Latencia tardia 

Sifilis terciaria 

Cerca de 30% 


As manifestagoes tardias incluem sinais e sintomas como: tibia em forma de lamina de sabre, fronte olimpica, nariz em 
sela, dentes incisivos medianos superiores deformados, mandibula curta, arco palatino elevado, surdez neurologica por volta dos 
8 a 10 anos de idade e dificuldade de aprendizado. 

Muitos desses sinais nao sao patognomonicos da sifilis congenita, podem ser encontrados em outras infecgdes congenitas. 
Assim, na maioria das vezes, a suspeita da sifilis congenita inicia-se com resultado positivo da sorologia materna. 

■ Diagnostico da sifilis nos exames sorologicos para pre-natal 

Na popula^ao de baixo risco, o teste de triagem sorologica para sifilis, no exame pre-natal de rotina, deve ser feito no primeiro e 
no inicio do terceiro trimestre da gravidez. 

Ja em populagao de alto risco ou de alta prevalencia, recomenda-se que seja feita, alem da sorologia de rotina, a rcpcticao 
dos exames bem proximo ao parto para monitorar a gestante quanto a uma eventual infeccao primaria ou uma reinfecpao, 
transmitida posteriormente a realizacao dos exames pre-natal de rotina, principalmente quando se suspeita de que seu parceiro 
nao foi adequadamente tratado. 

O Ministerio da Saude 4 recomenda um dos tres fluxogramas para o teste de triagem para sifilis. No fluxograma 1, a triagem 
e feita com testes nao treponemicos, como o VDRL ou RPR (ver Capitulo 16). Devido a alta frequencia de resultados falso- 
positivos nesses testes, as amostras reagentes ou inconclusivas sao confirmadas por teste treponemico, como TPHA. ELISA ou 
quimiluminescencia. Recomenda-se que, na impossibilidade da realizar testes confirmatorios, resultados do teste nao 
treponemico (VDRL e RPR) sejam considerados para o diagnostico, sobretudo em mulheres nao tratadas anteriormente de 
maneira adequada. Esse algoritmo e apropriado para retinas pequenas que executam a triagem sorologica para sifilis de modo 
manual. 

Ja no fluxograma 2, a triagem inicia-se com o teste treponemico, e as amostras reagentes ou inconclusivas sao submetidas 
aos testes nao treponemicos. 4 A vantagem desse algoritmo e a possibilidade de automagao, principalmente para grandes retinas. 
Os testes nao treponemicos oferecem a vantagem de ter os resultados associados a fase da sifilis e ainda ser muito liteis no 
monitoramento do tratamento (ver Capitulo 16). 

Em gestantes sem nenhum teste durante a gestapao, pelo menos um teste rapido deve ser feito no proprio centre obstetrico. 
No fluxograma 3, util tambem em diversas outras situagoes, a triagem e feita por um teste rapido treponemico. Resultados 
reagentes devem ser confirmados por teste treponemico de metodologia diferente daquela utilizada na triagem. Contudo, alguns 
testes rapidos apresentam baixa sensibilidade nas amostras com baixos niveis de anticorpos, sendo proximos a 100% somente 
quando os titulos da RPR sao iguais ou maiores que 1:16. Esses testes sao, em geral, feitos por pessoal nao especializado, e, 
assim, a qualidade dos resultados depende do teste e do nivel de treinamento tecnico do profissional. 4 

Alguns estudos tem demonstrado que o teste imunocromatografico com antigeno treponemico apresenta sensibilidade de 
93,6%, especificidade de 92,5% e boa corrclagao com o fluorescent treponemal antibody adsorption test (FTA-ABS), sendo 
muito util em situacoes de emergencia. O teste anti-HIV tambem deve ser realizado em gestantes com sifilis para prevenir a 
transmissao do HIV, que ocorre mais facilmente nessa populacao. 

■ Diagnostico laboratorial da sifilis e da sifilis congenita 

E feito pela dcmonstracao do T. pallidum no material de lesao ou nos fluidos corporeos, por meio de metodos como: 
microscopia de campo escuro, imunofluorescencia direta ou exame histologico. 

O encontro de anticorpos IgM anti-A pallidum indica uma infecpao congenita e pode ser alcancado por testes como FTA- 
ABS, ELISA e immunoblot (ver Capitulo 16). Contudo, a sensibilidade desses testes e baixa na sifilis congenita e um resultado 
negativo nao exclui o diagnostico. Em alguns paises em desenvolvimento, apenas o VDRL, que tambem detecta anticorpos IgG 
e, portanto, atravessa a barreira placentaria, tem sido realizado para o diagnostico sorologico da infecpao congenita. Nesse caso, 
os titulos de anticorpos no soro materno e no da crianca devem ser comparados, considerando-se como significativos para sifilis 
congenita titulos quatro vezes maiores na crianca em relacao aos da mae. 

Para os testes laboratoriais, sores de cordao umbilical nao sao recomendados, pois pode ocorrer mistura do sangue do 
recem-nascido com o materno, alem da intensa hemolise muitas vezes observada em coletas inadequadas e que podem alterar os 


resultados laboratoriais. Nos recem-nascidos assintomaticos, mas com suspeita de sffilis congenita, devem ser realizados o 
exame do liquido cefalorraquidiano (LCR), a radiografia de ossos longos e o hemograma. 5 

0 exame do LCR deve ser feito em todos os recem-nascidos que se enquadrarem na definigao de caso, pois a conduta 
terapeutica depende da confirmagao da neurossffilis. Havendo alteragao liquorica, o tratamento devera ser feito com penicilina 
G cristalina, e nao com penicilina benzatina, que nao e indicada aos casos de neurossffilis, pois nao mantem nfvel treponemicida 
no LCR de neonatos. 

Nao ha um teste padrao-ouro para o diagnostico laboratorial da neurossffilis. Assim, o diagnostico e feito associando-se 
dados de sorologia e alteragoes liquoricas como celularidade, proteinorraquia e teste positivo para VDRL. 

Leucocitose (mais de 25 leucocitos/mm 3 ) e elevada proteinorraquia (mais de 150 mg/d/') no perfodo neonatal sao 
evidencias de sffilis congenita. Para criangas com mais de 28 dias de vida, devem ser considerados os seguintes valores: LCR 
com VDRL positivo, mais de 5 leucocitos/mm 3 e/ou mais de 40 mg/d/ de protefnas. 

O VDRL positivo no LCR deve ser interpretado como neurossffilis, independentemente das alteragoes liquoricas. Apenas o 
VDRL deve ser usado nesse material, pois o RPR nao foi validado adequadamente para uso em LCR. 

Entretanto, apesar da alta especificidade do VDRL no LCR, sua sensibilidade e baixa, de 30 a 78% nos casos de 
neurossffilis. Resultados falso-positivos podem ocorrer se o LCR for contaminado pelo sangue, pois, entao, os anticorpos sao 
decorrentes da difusao passiva do sangue para o LCR, e nao de uma infecgao ativa do sistema nervoso central. Um resultado 
negativo permite excluir a possibilidade de neurossffilis, com boa seguranga. 

Em criangas sintomaticas, mais de 95% das que apresentam envolvimento do sistema nervoso central podem ser 
diagnosticadas somente pelos exames clfnicos e laboratoriais, que devem incluir pesquisa de anticorpos IgM, PCR e radiografia. 

Em criangas com sffilis confirmada, segue-se o tratamento e seguimento ambulatorial no primeiro ano de vida. O 
seguimento sorologico por VDRL deve ser feito com 1, 3, 6, 12 e 18 meses de intervalo, interrompendo-o quando o teste 
negativar. 

Toxoplasmose congenita 

Neste capftulo, somente o aspecto laboratorial da infecgao congenita por T. gondii sera apresentado (ver Capftulo 17). A 
toxoplasmose e uma das infecgoes mais frequentes no mundo, com alta prevalencia de anticorpos nos adultos, apesar de 
importantes diferengas geograficas. 

A transmissao ocorre pelo consumo de carnes cruas ou mal cozidas, contaminadas por cistos teciduais ou, entao, em 
contato com fezes de gato ou agua contaminadas com oocistos do parasito. A transmissao fetal ocorre via hematogenica atraves 
da placenta. 

A maioria dos casos de toxoplasmose nao e diagnosticada, por ser subclfnica. Sintomas, quando existem, sao semelhantes 
aos de um resfriado comum com raros casos mais graves, que levam o paciente ao medico para o diagnostico etiologico. 

Apos infecgao primaria, o parasito mantem-se indefinidamente no hospedeiro, de forma inativa latente, enquanto o sistema 
imune persistir competente. 

A gravidade da toxoplasmose congenita e relacionada a infecgao primaria e a idade gestacional da infecgao materna, sendo 
mais grave quanto mais cedo a transmissao ocorrer na gestagao. Em gestantes imunes antes da concepgao, o T. gondii e 
raramente transmitido ao feto. 

A taxa de infecgao fetal e de cerca de 30 a 40%, distribufdas de acordo com a idade gestacional na ocasiao da infecgao 
materna, sendo: 

• l 2 trimestre: 14 a 25% 

• 2 2 trimestre: 29 a 54% 

• 3 2 trimestre: 59 a 65%. 

Em geral, a incidencia da toxoplasmose congenita e de 1 a 10 casos por 10.000 nascidos vivos, variando de acordo com 
fatores socioeconomicos, culturais, etnicos, climaticos e o tipo de cepa do parasito prevalente na regiao. Trabalhos no Rio 
Grande do Sul demonstraram uma incidencia media de 6 casos por 10.000 nascimentos. 6 

A toxoplasmose durante a gravidez pode resultar em abortos e prematuros, mas, entre os recem-nascidos, a maioria nao 
manifesta sinais clfnicos de infecgao congenita. Contudo, podem apresentar sequelas mais tarde, como as manifestagoes 
oculares, que podem surgir meses ou ate anos apos o nascimento. Alguns casos manifestam hepatoesplenomegalia e icterfcia, e 
as sequelas mais graves incluem microcefalia, hidrocefalia, coriorretinite, uvefte, surdez e retardo no desenvolvimento 



psicomotor. A tetrade classica de Sabin (hidrocefalia, corioiTetinite, calcificagao intracraniana e retardo mental) pode nao estar 
presente em todos os casos. 

■ Diagnostico laboratorial 

Diagnostico fetal 

O diagnostico fetal da toxoplasmose congenita pode ser feito no LA e no sangue fetal apos, respectivamente, 20 e 22 semanas 
de gestagao, ocasiao em que o exame de ultrassonografia e tambem realizado. 

A detecgao do parasito pode ser feita no LA. Ja no soro do cordao umbilical, alem dos metodos parasitologicos, podem ser 
feitos testes sorologicos e outras dcterminacdes sericas. 

O isolamento do parasito e o metodo mais seguro de diagnostico de infecgao congenita e pode ser feito a partir de tecidos 
da placenta, de LA e de sangue. Esses materials podem ser empregados no teste de inoculacao em camundongo ou entao para 
cultura em tecidos, como os fibroblastos humanos. Ambos apresentam baixa sensibilidade, de cerca de 66 a 67%, tanto no 
sangue como no LA. 

Testes moleculares podem ser feitos no LA, no sangue ou no LCR de criangas com suspeita de toxoplasmose congenita. A 
PCR no LA tem mostrado alta sensibilidade e especificidade, sendo a melhor tecnica de diagnostico intrauterino. 

Outras alteracoes laboratoriais podem auxiliar no diagnostico da toxoplasmose, como a detenu in agao da bilirrubina serica 
(direta), o aumento de leucocitos e eosinofilos, a diminuigao de plaquetas e a elevagao da IgM serica total. A combinagao dessas 
alteragoes orienta nova coleta de material fetal, mesmo que o teste especlfico para anticorpos tenha sido negativo. 

A detecgao de IgM e/ou IgA e/ou IgE antitoxoplasma no soro do cordao umbilical ou do sangue de recem-nascido 
estabelece o diagnostico sorologico de infecgao congenita. Entretanto, a sensibilidade desses testes e baixa, e, assim, resultados 
negativos nao excluem a infecgao congenita. 

Em recem-nascidos, a produgao de IgM e IgA parece ser menor quando o feto foi infectado no inicio da gestagao, devido a 
falta de resposta imune do feto ate cerca de 20 a 22 semanas de gestagao. 

Diagnostico sorologico 

Apos a padronizagao do teste para a detecgao de anticorpos anti-7’. gondii por Sabin e Feldman, em 1948, outros testes como a 
reagao de fixagao do complemento, hemaglutinagao indireta, teste de aglutinagao direta e a imunofluorescencia indireta (IFI) 
foram empregados, por muito tempo, para diagnostico sorologico da toxoplasmose. 

A IFI ainda e muito utilizada no diagnostico, mas pode resultar em falso-positivos pela presenga de anticorpos antinucleo, 
por erros na leitura devido a fluorescencia polar (ocorrencia de IgM natural) e leitura subjetiva da fluorescencia. Entretanto, por 
seu longo tempo de uso e interpretagao cllnica dos resultados bem conhecida, o teste de IFI tem sido considerado referenda, 
muito util na elucidagao dos soros com suspeita de IgM residual por imunoensaios de sensibilidade muito alta. 

A especificidade de testes para IgM e IgA no sangue periferico, por ELISA, tem sido relatada em torno de 99% para 
ambos, e no cordao umbilical, de 96 e 92%, respectivamente. Outras modalidades de imunoensaios, como o ELFA para IgM, 
tem mostrado alta sensibilidade, de 93,5 a 100%, e alta especificidade, de 99,3 a 98,6%. 

Na toxoplasmose adquirida, tres perfis sorologicos sao identificados (Figura 22.8): infecgao recente, fase de transigao e 
infecgao pregressa. Os imunoensaios utilizados na identificagao desses perfis tem sido teste de fixagao do complemento, 
hemaglutinagao passiva, testes imunoenzimaticos ou de imunofluorescencia para anticorpos IgG e IgM. 

Entretanto, com o desenvolvimento de novos testes, a maioria automatizada, algumas interpretagoes tem sido revistas. O 
encontro de IgM residual, o qual nao e significativo clinicamente, pode ser interpretado indevidamente como infecgao recente 
com graves problemas para as gestantes. 

Novos parametros que distinguem a infecgao aguda da cronica, como o teste de avidez de IgG, podem ser muito liteis, pois 
os anticorpos de baixa avidez podem ser detectados por 3 a 4 meses, definindo os casos de infecgao recente. Estudos da cinetica 
de avidez da IgG, em gravidas cuja soroconversao foi constatada, mostraram que mulheres com IgG de alta avidez haviam sido 
infectadas por T. gondii pelo menos 3 a 5 meses antes. 

Infecgao congenita por herpes-virus 


■ HSV tipos 1 e 2 



A infecgao humana por HSV e de distribuigao mundial e pode ser causada por HSV do dpo 1 (HSV-1) e do tipo 2 (HSV-2). 
Ambos sao geneticamente semelhantes e causam infecgoes primarias, latentes e recorrentes, e replicam-se na pele e em mucosas 
no local da entrada do virus (orofaringe ou orgaos genitais), onde causam lesoes vesiculares e infectam os neuronios locals. 

A infecgao primaria e geralmente assintomatica, mas pode variar de uma leve faringite ate uma infeccao disseminada, 
podendo levar o paciente a morte, especialmente os imunocomprometidos na resposta celular T. 

Em hospedeiros imunocompetentes, a infecgao primaria resolve-se em semanas, mas os virus continuam latentes nas 
celulas nervosas do hospedeiro. 

Em pacientes imunocomprometidos, como os infectados pelo HIV ou receptores de transplantes, a doenca pode ser grave, 
disseminada ou prolongada. 

A reativagao pode ocorrer repetidas vezes, com ou sem sintomas, e resulta na extensao do virus dos neuronios para a pele 
ou mucosas. 

0 herpes genital caracteriza-se por vesiculas nas mucosas genitais e na genitalia externa, que sao rapidamente convertidas 
em ulceracoes superficiais, circundadas por um infiltrado inflamatorio. 


Perfil I Perm II Perm III 



Figura 22.8 Perfil sorologico I, II e III da toxoplasmose adquirida. 

Nao ha imunidade cruzada entre os dois virus, podendo o individuo ja soropositivo para HSV-1 infectar-se por HSV-2, 
mas, nesse caso, a doenga manifesta-se de forma mais leve. 

A maioria da populagao ja e soropositiva aos 20 anos de idade. Assim, resultados sorologicos positivos em uma amostra 
isolada nao significam infeccao ativa. 

A resposta imune para o HSV envolve o sistema imune celular e humoral. Os anticorpos sao dirigidos contra componentes 
estruturais e nao estruturais do HSV e uma intensa reagao cruzada surge entre os dois tipos. 

Apos a infecgao primaria, os niveis de anticorpos declinam, mas tornam a se elevar na recorrencia ou na infecgao pelo tipo 
geneticamente diferente. 

A reagao cruzada com outros herpes-virus so e observada com virus varicela-zoster (HZV). Em pacientes com infecgao 
previa por HSV, a infecgao por HZV pode elevar os titulos de anticorpos anti-HSV e vice-versa, exercendo um papel de 
booster. 

■ Infecgao congenita/perinatal 

Entre os herpes-virus, o CMV e o agente mais comum de infecgao congenita. Outros membros da familia Herpesviridae sao 
mais associados a infecgoes perinatais. 

A infecgao neonatal por HSV e relativamente incomum, mas apresenta alta morbidade e sequelas graves. 

Todos os herpes-virus sao patogenicos para os recem-nascidos, e transmitidos, verticalmente, por varias vias: 

• Transplacentaria (infecgao congenita) 

• Infecgao ascendente 

• Durante o parto, pela passagem pelo canal do parto infectado 






• Imediatamente pos-parto, pelo aleitamento materno. 

A infecgao transplacentaria e muito rara, mas se a infecgao materna ocorrer na fase inicial da gestagao pode causar infecgao 
generalizada, com malformagoes congenitas e lesoes neurologicas, oculares e de outros orgaos. 

A infeccao neonatal, nos EUA, tem sido relatada como 1 caso em cada 3.200 nascimentos e se tem observado frequencia 
maior entre mulheres recentemente infectadas e menos naquelas com infeccao recorrente, provavelmente porque a imunidade 
materna confira certa protegao e diminua a transmissao. 7 

A infecgao neonatal e, na maioria, causada por HSV-2, resultado do contato com secregoes genitais maternas que albergam 
o virus. A infeccao neonatal por HSV-1 e, geralmente, transmitida apos o nascimento por contato ultimo com indivfduos 
portadores, sintomaticos e assintomaticos. 

■ Imunoensaios para HSV 

Testes como enzimaimunoensaios (EIA), quimiluminescencia, hemaglutinagao, IHA, immunoblot, IFI e teste de neutral izagao 
podem ser empregados. A maioria nao e tipo-especifica. Reaches inespecificas podem ocorrer na IFI devido a indugao de 
receptores Fc por HSV em muitos tipos de celulas em cultura, mas podem ser evitadas com o uso de conjugado fluorescente 
anticomplemento, o qual nao reage com a IgG presente nas celulas por causa da ligagao com o receptor Fc, mas reage com o 
complemento que se ligou ao complexo antfgeno-anticorpo resultante da reagao imunologica entre a IgG especlfica e o antlgeno 
viral presente nos fibroblastos infectados utilizados como fonte de antlgeno. 

EIA pode ser tipo-especlfico se o antlgeno utilizado for as glicoprotefnas G1 (gGl) e gG2 recombinantes. A triagem 
sorologica materna nao faz parte do perfil padrao de exames pre-natal, mas pode ser feita por imunoensaios baseados no uso de 
glicoprotefnas G como antlgeno, que permite diagnosticar separadamente a infecgao por HSV-1 e por HSV-2. Quando a lesao 
ativa por herpes-vfrus e constatada na gestante, medidas profilaticas como parto por cesariana podem reduzir o risco de 
transmissao. Entretanto, a infecgao primaria e inaparente e dificulta o diagnostico das gestantes que excretam o virus. 

■ Varicela-zoster virus 

O varicela-zoster virus (VZV), agente etiologico da varicela (catapora) e do herpes-zoster, pode causar doenga de grande 
morbidade para a mae e para o recem-nascido. A varicela e uma resultante da infecgao primaria por VZV, e uma doenga da 
infancia relativamente benigna. O herpes-zoster e decorrente da reativagao da infecgao latente por VZV e ocorre, geralmente, 
em idosos e imunodeficientes que ja tiveram a varicela. 

A transmissao do virus e sempre transplacentaria, disseminado por via hematogenica resultando em infecgao congenita, 
mas a transferencia de anticopos maternos confere uma protegao parcial. Duas formas de doenga fetal podem ocorrer: a 
smdrome da varicela congenita e a varicela neonatal. 

A smdrome da varicela congenita ocorre somente nos casos de infecgao primaria materna, nos primeiros 6 meses de 
gravidez, quando acomete cerca de 2% dos casos, dos quais 30% dos recem-nascidos vao a obito no primeiro mes de vida. As 
lesdes podem ser graves com envolvimento neurologico, oftalmologico, esqueletico e cutaneo. 

A varicela neonatal, tipicamente, acomete criangas expostas ao VZV no final da gravidez, proximo ao parto. Nesse caso, a 
IgG materna nao teve tempo suficiente para ser transferida ao recem-nascido. 

Testes sorologicos de detecgao de IgM sao pouco sensfveis. A prevengao pode ser feita pela administragao de 
imunoglobulina imune que reduz o risco de transmissao, contudo, o melhor meio de prevengao e a vacinagao anti-herpes-zoster 
antes da gravidez. 
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Capitulo 23 

Infec^oes Transfusionais 


Kioko TakeieJoilson O. Martins 


Introdugao 

A transfusao sangufnea e um procedimento que vem sendo tentado desde o seculo 17 com muitas experiencias negativas, 
incluindo aquelas realizadas entre animais de especies diferentes. 

O primeiro registro bem documentado e publicado ocorreu em 1829, por James Blundell, que obteve exito na transfusao de 
sangue para uma paciente com hemorragia pos-parto. Muitos efeitos graves resultantes da transfusao sangufnea foram sendo 
conhecidos e superados com estudos ao longo do tempo, diminuindo casos de insucessos. 

As diferengas antigenicas entre sangue de animais de especies diferentes, descritas por Landois, e entre animais da mesma 
especie representaram um incontestavel avanco para o desenvolvimento dessa ciencia. A descoberta do sistema ABO feita por 
Landsteiner, no infcio do seculo 20, rendeu-lhe o Premio Nobel. Novas descobertas importantes se sucederam, como o sistema 
Rh, outros antfgenos eritrocitarios e os efeitos desse procedimento no organismo, que tornaram a transfusao sangufnea uma 
ciencia complexa, mas indispensavel para a Medicina. 

A transmissao de agentes infecciosos, como bacterias, virus e protozoarios por transfusoes sangufneas tem sido objeto de 
inumeras pesquisas envolvendo grandes investimentos, com o objetivo de desenvolver novas tecnologias de detecgao que 
garantam a maxima seguranga do sangue transfusional. 

A transfusao de sangue infectado transmite, diretamente para o receptor, grande quantidade do agente infeccioso em curto 
espago de tempo e sem nenhuma barreira que dificulte a sua entrada na corrente circulatoria. Para o receptor, cuja condigao 
clfnica ja se encontra comprometida, o risco de aquisigao da infecgao e extremamente alto e, em geral, apresenta perfodo de 
incubagao diminufdo em relagao a outros modos de aquisigao da infecgao. 

Agentes infecciosos transmitidos pelo sangue 

Uma grande diversidade de agentes infecciosos e potencialmente transmissfvel pelo sangue, como virus, bacterias e parasitas, 
tornando a transfusao sangufnea um procedimento de risco, de grande complexidade e regulamentado por legislagao especffica 
rigorosa. Os agentes mais importantes transmissfveis pelo sangue sao: 

• Virus: virus da hepatite B (HBV), da hepatite C (HCV), da hepatite A (HAV), da imunodeficiencia adquirida (HIV 1 e 2), 
linfotropico das celulas T humanas tipos I e II (HTLV-I e II), citomegalovfrus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV), herpes¬ 
virus (herpes simples, herpes-zoster, HHV-6 e HHV-8), parvovirus B19, dengue 

• Bacterias: Treponema pallidum, Brucella abortus, agente da doenga de Lyme, Mycobacterium leprae, Rickettsia rickettsii 

• Parasitas: Trypanosoma cruzi, Plasmodium sp, Toxoplasma gondii, leishmanias e microfilarias. 

Os principals criterios que definem a necessidade de triagem de uma infecgao podem ser resumidos a seguir: 

• Transmissibilidade por transfusao de sangue ou de seus derivados 

• Patogenicidade: alguns agentes de reconhecida patogenicidade, como HIV 1, HIV 2, HCV e HBV, sao triados sorologicamente 
em doadores de sangue no mundo todo. No entanto, em virus como HTLV-II, cujo potencial patogenico ainda nao esta 
claramente estabelecido, nao e feita uma triagem especffica, e sua detecgao ocorre em conjunto com o HTLV-I, que tem 
patogenicidade comprovada 





• Presenga de agente infeccioso circulante no momento da coleta de sangue: alguns agentes estao presentes no sangue periferico 
de maneira intermitente ou em quantidades mfnimas, principalmente quando a infeccao se torna cronica e distante da fase 
aguda, como o T. cruzi 

• Causa de infeccoes assintomaticas: indivfduos aparentemente saudaveis, apesar de infectados, consideram-se aptos a doar 
sangue. Nesses casos, apenas o teste laboratorial e capaz de identificar a infeccao, como aquelas por HCV, HTLV e outros 

• Persistencia prolongada do agente na corrente sangufnea: portadores cronicos ou latentes sao capazes de transmitir o agente, 
por transfusao sangufnea, a qualquer momento da coleta de sangue. Ja nos casos de infecgoes por virus, como o HAV e o 
parvovirus B19, a transmissao so e possfvel durante um curto perfodo de viremia. Nesses casos, a triagem laboratorial de 
rotina nao e realizada 

• Infeccoes que apresentam longo perfodo de incubagao ou janela imunologica prolongada (perfodo entre a infeccao e a dcteccao 
de marcador laboratorial especffico): a infecgao pelo HBV e preocupante nesse aspecto, pois apesar da elevada sensibilidade 
dos testes sorologicos, estes nao sao capazes de detectar os infectados durante essa fase, perfodo em que a taxa de 
transmissao e alta 

• Prevalencia da infecgao na populagao: o agente deve ser prevalente na populagao. Algumas infecgoes, como a malaria, sao 
restritas a regides endemicas. Certos virus, bastante comuns na populagao, como o CMV, sendo a maioria dos receptores ja 
soropositiva, nao necessitam de triagem, exceto quando o sangue for destinado a receptores imunodeficientes soronegativos 
ou a pacientes sob imunossupressao, como indivfduos submetidos a transplante de medula ossea 

• O agente infeccioso e estavel no sangue armazenado ou, em alguns casos, na fragao plasmatica. Bacterias como o T. pallidum, 
agente etiologico da sffilis, apesar da obrigatoriedade dos testes de triagem sorologica, tornam-se nao viaveis e sem potencial 
de transmissao apos refrigeragao por 48 a 72 h 

• Disponibilidade de testes de triagem adequados: metodos de detecgao de anticorpos sao as formas mais classicas para triagem. 
Contudo, a sorologia e passivel de resultados falso-positivos e negativos. Alem disso, um individuo soropositivo pode nao 
ser mais transmissor de infecgao e apresentar apenas anticorpos de memoria. Os testes moleculares, por sua vez, identificam 
muito precocemente o agente no sangue, porem sao de tecnologia bem mais complexa e onerosa. Nesses testes moleculares, 
a positividade depende da presenga do agente no momento da coleta do sangue. Em muitas infecgoes cronicas, essa presenga 
e intermitente ou tem baixas concentragoes, podendo fomecer resultado negativo mesmo se houver infecgao. 

No Brasil, as infecgoes cuja triagem laboratorial e obrigatoria sao: HIV-1 e 2, HBV, HCV, HTLV-I e II, doenga de Chagas 
e sffilis. A prevalencia dos marcadores conforme literatura encontra-se citada a seguir. Essas taxas sao menores do que as 
encontradas na populagao geral, ja que doadores com comportamento de risco para infecgoes ou com antecedentes que 
sugerissem infecgao transmitida por sangue haviam sido exclufdos da doagao: 

• HIV (immunoblot positivo): 0,04 a 0,3% 

• HBV: 

° HBsAg + anti-HBc: 0,12 a 4,6% 

° Anti-HBc isolado: 1 a 2% 

• HCV: 0,1 a 2% 

• HTLV (immunoblot positivo): 0,01% 

• Sffilis: 0,05 a 0,8% 

• Infecgao por T. cruzi- 0,03 a 1,2%. 

A selegao adequada de doadores de sangue reduz de maneira significativa o risco de transmissao de agentes infecciosos. A 
exclusao de doadores de risco pode se iniciar antes mesmo da doagao de sangue, por meio de questionarios respondidos 
anonimamente, nos quais o proprio candidato podera optar pela utilizagao de seu sangue somente para fins de pesquisa e nao 
para transfusao. 

Na transmissao de agentes infecciosos, deve-se considerar, ainda, a fragao sangufnea de maior risco. Alguns agentes, como 
o HTLV-I/I1 e o CMV, sao transmissfveis apenas por element os figurados do sangue, por estarem presentes somente nos 
leucocitos. Nesses casos, a desleucocitagao pode reduzir o risco de transmissao. Outros sao transmissfveis apenas pelo plasma, 
como o HBV. Ja o HCV pode ser encontrado nos leucocitos e no plasma. Portanto, para realizar testes moleculares, deve-se 
considerar a fragao do sangue que permite detectar o agente com maior exito. 


Doadores de sangue 



■ Testes utilizados para triagem laboratorial 


Testes sorologicos 

Laboratorialmente, a triagem de doadores de sangue para identificacao e exclusao de doadores infectados por agente infecciosos 
e feita por meio de metodos sorologicos e moleculares. Na triagem de doadores de sangue, alguns testes que detectam 
simultaneamente antigeno e anticorpo (Ag/Ac) podem ser empregados como altemativa ao teste de detecgao de anticorpo, como 
os testes para diagnostico das infeegoes pelo HIV e pelo HCV. 

Os testes utilizados na triagem de doadores devem apresentar elevada sensibilidade e alto valor preditivo negativo, pois 
resultados falso-negativos podem levar a transfusao de sangue contaminado, transmitindo a infeccao ao receptor. Resultados 
falso-positivos podem aumentar o numero de descarte de bolsas de sangue, porem, podem ser elucidados pela aplicagao de 
testes complementares mais especfficos. 

Assim, para garantir uma alta sensibilidade na escolha de um teste sorologico de triagem, devem-se considerar: 

• Tecnologia capaz de fornecer altos indices de sensibilidade, como ELISA, fluoroenzimaimunoensaio (FIA), 
quimiluminescencia (QL) e suas versoes, como QL em microparticulas (CMIA), eletroquimiluminescencia (EQL), 
quimiluminescencia amplificada (QL amp) e outros (ver Capitulos 8 e 9) 

• Limiar de reatividade ou cut off (CO) deslocado para valores de corte inferiores aos usados para o diagnostico, garantindo o 
maximo de sensibilidade, mesmo resultando em algum prejuizo da especificidade (ver Capitulo 4) 

• Testes que utilizem antigenos de alta reatividade e de detecgao precoce, como os antigenos do core e o NS3, na composigao 
antigenica do teste anti-HCV 

• Testes que detectem anticorpos especfficos da classe IgM e IgG em regides onde a infecgao e endemica e de transmissao ativa, 
por exemplo, para a doenga de Chagas 

• Testes que utilizem antigenos altamente purificados, recombinantes ou peptfdios sinteticos, que, alem da alta especificidade, 
apresentem sensibilidade elevada, pois apenas os antigenos mais importantes se ligam a fase solida, nao havendo adsorgao de 
impurezas que produzem reagdes inespecificas. Em geral, sao utilizadas misturas de antigenos de especificidade definida 
para alcangar melhor sensibilidade. 

Em virtude do grande volume das retinas nos bancos de sangues, os imunoensaios devem possibilitar a automagao (ver 
Capitulo 8). O sistema pode ser aberto (permite o uso de reagentes de diferentes procedencias) ou fechado (so permite o 
reagente especialmente desenhado para aquele equipamento). O sistema multiparametrico, ou seja, aquele que permite a 
realizagao simultanea de varios testes diferentes, propicia maior produtividade do equipamento; deve tambem ser equipado com 
leitora de codigo de barras tanto para amostras quanto para os reagentes e operar com tubo primario para evitar erros pre- 
analfticos. 

■ Teste molecular 

Os sucessivos avangos nas tecnicas de amplificagao de acido nucleico (NAT, nucleic acid amplification test), iniciados no fim 
dos anos 1990, tornou essa tecnologia acessivel a laboratories de retina e bancos de sangue. Atualmente, os reagentes sao 
encontrados comercialmente, devidamente padronizados e prontos para uso, podendo o teste ser realizado em equipamentos 
com alto grau de automagao. 

A reagao qualitativa em cadeia da polimerase (PCR), na forma de multiplex, detecta simultaneamente a presenga de acidos 
nucleicos de HIV, HCV e HBV em um unico teste. Se a amostra for positiva, e necessario realizar o teste especifico para cada 
um dos componentes para identificar o agente infeccioso. 

A legislagao vigente 1 determina que “o NAT para HIV, HCV e HBV, a ser utilizado pelo servigo de hemoterapia, deve ser 
capaz de detectar em 95% das vezes 600 UI/m/' para HCV, 600 c6pias/m( para HIV e 300 Ul/mf para HBV na amostra do 
doador”. 

■ Algoritmos para triagem laboratorial 

No Brasil, o Ministerio da Saude, por meio da Portaria 158 de 5 de fevereiro de 2016 “redefiniu o regulamento tecnico de 
procedimentos hemoterapicos para a captagao, protegao ao doador e ao receptor, coleta, processamento, estocagem, distribuigao 
e transfusao de sangue humano venoso e arterial para diagnostico e prevengao de doengas”. 1 A Portaria define os testes e os 
algoritmos para detecgao de infeegoes transmitidas pelo sangue e seus derivados a serem seguidos obrigatoriamente pelos 
bancos de sangue em todo o territorio nacional, assim como o controle de qualidade e outros procedimentos para garantir a 


qualidade do sangue transfusional e a rastreabilidade. 1 

Os testes devem ser feitos no tubo primario, coletados diretamente do doador e com reagentes devidamente registrados na 
ANVISA, validados previamente no laboratorio de triagem sorologica de doadores de sangue para cada lote/remessa, incluindo 
os controles e seguindo o algoritmo citado nos anexos da Portaria 1 , conforme resumo a seguir: 

• HIV 1 e 2 - dois testes em paralelo: 

° Dcteccao de anticorpos anti-HIV 1 (que inclua a detecgao do HIV do grupo 0) e anti-HIV 2 ou um teste para detecgao 
combinada de antfgeno p24 do HIV + anticorpo contra HIV 1+2 e grupo 0 
o Dcteccao do RNA do HIV (NAT) 

• HBV - tres testes em paralelo: 

° Dcteccao do antfgeno de superffcie contra o HBV (HBsAg) 

° Detecgao de anticorpo contra capsfdio do HBV, o anti-HBc (IgG ou IgG + IgM) 

° Detecgao do DNA do HBV por NAT 

• HCV - dois testes em paralelo: 

° Dcteccao de anticorpo contra o HCV ou detecgao combinada de antfgeno do core do HCV + anticorpo contra HCV 
° Dcteccao do RNA do HCV (NAT) 

• HTLV MW - um teste para detecgao de anticorpos anti-HTLV-I/II 

• Doenga de Chagas - um teste para detecgao de anticorpos anti-T. cruzi 

• Sffilis - um teste para detecgao de anticorpo contra antfgeno treponemico ou nao treponemico. 

Conforme Portaria 158, 2016 1 , os algoritmos para a triagem sorologica para anticorpos contra HTLV-I/II, doenga de 
Chagas e sffilis seguem o fluxograma apresentado na Figura 23.1: 

• Teste inicial nao reagente: liberagao da bolsa de sangue para uso 

• Teste inicial reagente ou inconclusivo: repetir em duplicata. Se nao reagente nos dois ensaios. liberar a bolsa para uso. Se for 
reagente em um dos testes ou nos dois, descartar a bolsa e convocar o doador para repetir os testes. 

Para a triagem de infeccoes pelo HIV, HCV e HBV, alem dos testes sorologicos, e necessaria a rcalizacao paralela do NAT 
(Figura 23.2): 

• Teste sorologico e NAT nao reagentes: liberar a bolsa para uso 

• Teste sorologico reagente ou inconclusivo e NAT reagente: descartar a bolsa. Repetir a sorologia inicial em duplicata. 
Qualquer que seja o resultado da repetigao, o doador deve ser convocado para coletar nova amostra e para orientagao. 
Investigar a possibilidade de soroconversao, caso haja suspeita 

• Resultado sorologico nao reagente e NAT reagente: descartar a bolsa. Convocar o doador para nova coleta e investigar a 
possibilidade de soroconversao 

• Resultado sorologico reagente e NAT nao reagente: repetir em duplicata o teste inicial. Se o resultado sorologico for nao 
reagente em ambos: liberar a bolsa. Se o resultado sorologico for reagente em um ou ambos os testes: descartar a bolsa. 
Convocar o doador para nova coleta e/ou orientar o doador e investigar a possibilidade de soroconversao. 

Qualidade do sangue 

No Brasil, a garantia da qualidade do sangue e resultado de um conjunto de agoes que envolvem polfticas de sangue, 
regulamentagoes, vigilancia sanitaria e implementagao de recursos tecnico-cientfficos modernos. 

A adogao das normas de boas praticas de laboratorio, com programas internos e externos de controle de qualidade (CQ), o 
uso de reagentes de boa qualidade e de equipamentos bem calibrados e a realizagao de testes por pessoal capacitado sao 
eondigoes essenciais para manter o risco de transmissao de agentes infecciosos dentro dos limites aceitaveis (ver Capftulo 4). 




Figura 23.1 Triagem sorologica de doadores de sangue: HTLV-I/II, sffilis e doenga de Chagas. "Convocar o doador para nova amostra 
e/ou orientagao. Se necessario, investigar soroconversao do doador (retrovigilancia).**Avaliar a necessidade de investigar as causas 
de falso-positivo na triagem inicial. Adaptada de Ministerio da Saude, 2016. 1 




































































































Figura 23.2 Triagem sorologica de doadores de sangue: HIV, HBV e HCV. *Convocar o doador para nova amostra e/ou orientagao. Se 
necessario, investigar soroconversao do doador (retrovigilancia). **Avaliar a necessidade de investigar as causas de falso-positivo na 
triagem inicial. Adaptada de Ministerio da Saude, 2016. 1 

Para o controle de qualidade interno (CQI), devera ser utilizado, alem daquele fornecido pelos fabricantes, kit adquirido 
comercialmente ou padronizado no proprio laboratorio obedecendo aos criterios de boas praticas de laboratorio. 

O controle de qualidade externo (CQE), tambem chamado de Programa de Proficiencia, pode demonstrar o desempenho 
global dos laboratorios participantes, permitindo identificar erros e proceder a ajustes necessarios. Para tanto, sao distribufdos 
aos laboratorios multipaineis que consistem em um conjunto de diferentes soros com reatividades variadas para cada um dos 
parametros obrigatorios na triagem sorologica de bancos de sangue. Os resultados sao desconhecidos para o laboratorio 
participante, que envia seus resultados obtidos e so depois ficara sabendo o resultado de seu desempenho. 

■ Risco de transmissao de agentes infecciosos | Modelo matematico 

Os testes utilizados atualmente apresentam sensibilidade proxima do ideal e resultados falso-negativos extremamente raros; 
assim, pode-se calcular o risco de transmissao de um agente infeccioso por meio de modelo matematico que considera o perfodo 
de janela diagnostica e a prevalencia da infecgao na populagao. O risco estimado de infecgao por transfusao sanguinea, por 
exemplo, na Europa e nos EUA, e de aproximadamente 1 em 50.000 a 1.6 milhao (para HBV, HCV e HIV-1/2). 2 Alem disto, 
com a introdugao da pesquisa do antigeno p24 do HIV, o risco estimado de transmissao desses agentes mostrou drastica redugao 
com a implementagao do NAT em minipools devido a detecgao precoce da infecgao, quando os testes sorologicos resultavam 
negativos decorrentes do perfodo de janela imunologica. 

Retrovigilancia 

Toda vez que o resultado de um doador for reagente ou inconclusivo e a doagao anterior for nao reagente, o servigo de 
hemoterapia deve adotar medidas de retrovigilancia para detectar uma possfvel soroconversao. Quando somente o teste 
sorologico for positivo (NAT negativo), ele deve ser confirmado na mesma amostra da triagem utilizando um teste sorologico 
de outra origem, fabricante ou com outra metodologia. 

Caso se confirme a soroconversao, o servigo de hemoterapia devera rastrear o destino de todos os componentes do sangue 
das doagoes anteriores. A retrovigilancia da ultima doagao nao reagente e todas as doagoes feitas ate 6 meses antes (3 meses se 
for por NAT) devera ser feita de acordo com as normas vigentes. 

Uma alfquota da amostra de cada doagao devera ser armazenada em temperatura igual ou inferior a 20°C e os registros 
referentes a doagao e a transfusao deverao ser armazenados por 20 anos ou mais. 

■ Triagem sorologica e molecular 

A aplicagao de imunoensaios na triagem sorologica e molecular da infecgao por HIV, HTLV-I e II, HBV e HCV pode ser 
consultada nos Capftulos 20 e 21. 

HIV 

O primeiro caso relatado de infecgao pelo HIV 1 pos-transfusional ocorreu em 1982, nos EUA, e a implementagao dos 
imunoensaios para anticorpos anti-HIV 1, em 1985. No Brasil, a triagem sorologica para anticorpos anti-HIV tornou-se 
obrigatoria em todo territorio nacional a partir de 1988 e o NAT a partir de 2013. A triagem para o HIV e feita por dois 
me todos: 

• Sorologico, que pode ser tanto teste de detecgao dos anticorpos anti-HIV 1 (incluindo o grupo O) e 2 (anti-HIV 1 + 2) ou 
aqueles que detectam simultaneamente os anticorpos descritos e tambem o antigeno p24 do HIV 1 (tambem conhecido como 
Combo, Duo ou HIV Ag/Ac) 

• Detecgao do RNA do HIV (NAT). 

A redugao do perfodo de janela imunologica associada a elevada sensibilidade dos testes empregados tornou a transmissao 
do HIV por transfusoes de sangue e derivados extremamente rara, da ordem de 1:1.500.000 ou mais. 

Virus da hepatite B 

Esta presente no sangue e em seus hemoderivados, semen, lfquidos vaginais e saliva. Assim, procedimentos como transfusao 
sanguinea, compartilhamento de agulhas entre os usuarios de drogas, contatos sexuais e a transmissao perinatal de maes 


infectadas sao as principals vias de aquisigao da infecgao. 

Cerca de 10% das hepatites pos-transfusionais sao decorrentes do HBV. Sem duvida, a vacinagao a partir de 1985 tambem 
contribuiu decisivamente para a redugao do risco de infecgao por HBV. 

A triagem sorologica da hepatite B e feita detectando-se o HBsAg, por ser este o primeiro marcador sorologico detectavel 
na circulagao, e o anti-HBc-IgG + IgM ou total, por estar presente durante o perfodo da janela do core , quando o HBsAg pode 
nao ser detectado por se encontrar complexado com o anti-HBs. 

A taxa de transmissao por transfusao para HBV e mais alta que para HIV e HCV devido ao longo perfodo de janela. Em 
maio de 2016, a Rcsolucao de Diretoria Colegiada do Ministerio da Saude (RDC/MS) 75 3 introduziu o NAT para HBV como 
teste obrigatorio para triagem de doadores de sangue, o qual deve ser realizado em paralelo com os testes sorologicos para 
HBsAg e anti-HBc IgG ou total (ver Capftulo 21). 

Com implementagao do NAT, a infeccao oculta pelo HBV, ou seja, HBsAg negativo na present;a de HBV circulante, vem 
sendo revelada, por ser tambem transmissfvel por transfusao sangufnea. A sua prevalencia entre doadores de sangue tem sido 
estimada em 8,5 por um milhao de doagoes. 

Virus da hepatite C 

A infecgao aguda por HCV e assintomatica na maioria dos casos, porem cerca de 70 a 85% dos infectados evoluem 
silenciosamente para a fase cronica. Apos anos ou decadas, cerca de um terco dos pacientes cronicos pode desenvolver cirrose 
e/ou carcinoma hepatocelular. Assim, por longo tempo, os indivfduos infectados sentem-se aptos a doar sangue. Os testes, 
sorologico e molecular, exercem um papel fundamental na identificagao desses indivfduos. A triagem do HCV para os doadores 
de sangue, assim como para HIV, inclui: 

• Um teste sorologico de pesquisa de anti-HCV ou entao teste combinado que detecte antfgeno + anticorpo 

• Detect;ao do RNA do HCV por NAT. Segundo a Portaria 15 8 1 , os kits destinados a triagem de doadores de sangue so podem 
ser aceitos se apresentarem sensibilidade de 100% e especificidade de 99% para garantir a total ausencia de falso-negativos. 

Virus linfotropico de celulas T humanas tipos I e II 

O HTLV-I e um retrovirus endemico no Japao, na Africa subSaariana, no Caribe, no Ira e em certas partes do Brasil (ver 
Capftulo 20). O HTLV-II e endemico em algumas populagoes de indfgenas nativos do Brasil, do Panama, da Africa Central e 
dos EUA. Ambos sao considerados oncovirus e incorporam-se ao DNA da celula infectada, permanecendo latente toda a vida 
do hospedeiro, que se torna portador. 

A transmissao so acontece por produtos celulares sangufneos e em amostras estocadas ate 14 dias e ocorre em cerca de 20 a 
60% dos receptores de sangue contendo o HTLV-I ou HTLV-II. Esses receptores irao desenvolver a doenga em 20 a 50% dos 
casos, geralmente decadas apos infecgao. 

Doenga de Chagas 

A infecgao por T. cruzi afeta quase 6 milhoes de pessoas na America Latina (ver Capftulo 17). No Brasil, as prevalences variam 
de acordo com as regioes, sendo estimadas entre 1 e 2,4% da populagao. As migragoes de povos tem disseminado a infecgao 
para fora das regioes endemicas, tornando a transfusao sangufnea uma das principals vias de transmissao em regioes urbanas. A 
prevalencia estimada de doenga de Chagas no Brasil entre candidatos a doagao de sangue e de cerca de 0,18%, mostrando uma 
acentuada queda nas ultimas decadas. 4 

O diagnostico sorologico e o mais empregado na triagem sorologica de doadores de sangue e se baseia na detecgao de 
anticorpos anti-7’. cruzi por meio de imunoensaios de alta sensibilidade, como ELISA ou por QL. Os antfgenos totais do parasita 
e os de especificidade definida, como recombinantes e/ou peptfdios sinteticos, sao os mais empregados, porem, esses ultimos 
podem ser usados em misturas, como ocorre em alguns kits comerciais. O uso de mistura de antfgenos requer rigorosa 
padronizagao e controle na etapa de sensibilizagao da fase solida, para assegurar reprodutibilidade entre os diferentes lotes de 
reagentes para imunoensaios. 

Entretanto, a falta de padronizagao de alguns preparados antigenicos pode produzir resultados divergentes entre os testes e 
resultados falso-positivos, como os observados em pacientes com leishmaniose. 

Sifilis 

As vias de transmissao principals sao a sexual e a congenita, mas acidentalmente pode ser transmitida por transfusoes 


sangufneas. Com uma triagem eficiente de doadores de sangue por testes sorologicos e com o uso de sangue estocado sob 
refrigeragao, a transmissao desse agente tem sido muito baixa. 

A triagem sorologica da sifilis, segundo a legislagao vigente, pode ser feita por meio de teste treponemico, como VDRL e 
RPR, ou nao treponemico, como ELISA e QL (ver Capftulo 16). O segundo, por ser automatizavel, e recomendado a 
laboratories que realizam grandes quantidades de amostras. 

Muitos autores tem relatado que a refrigeragao por 48 a 72 h torna o sangue nao infeccioso, porem, o potencial de infeegao 
depende da concentracao da espiroqueta no inoculo. 5 Teoricamente, a transmissao e possfvel, por ate 5 dias em sangue 
refrigerado, em amostras que apresentem alta concentracao do treponema. 

A transmissao sanguinea do T. pallidum so ocorre quando ele se encontra na circulagao. Na fase em que nao ha bacteriemia 
ou ela e muito reduzida (fase tardia da doenga), a transmissao e minima. Em sifilis secundaria, devido as altas concentrates do 
agente na corrente circulatoria, observam-se altas taxas de transmissao quando o sangue e fresco. Nessa fase, porem, os 
imunoensaios, treponemicos e nao treponemicos atingem o maximo de sensibilidade, praticamente 100%, com excecao de 
amostras com fenomeno de pro-zona, que fornecem resultados falso-negativos nos testes nao treponemicos (ver Capftulo 6). 

Em individuos nao tratados, os titulos de testes nao treponemicos declinam lentamente na fase latente ate atingir nfveis 
baixos ou nao reagentes e assim permanecem longo perfodo. Nos tratados, a negati vacao do teste treponemico ocorre em 
tempos diferentes, sendo mais rapida quanto mais precoce for o tratamento. Ja os testes treponemicos podem permanecer 
positivos mesmo apos tratamento eficaz. Dessa maneira, na triagem de doadores de sangue, o teste treponemico detecta todos 
aqueles que apresentam a infeegao ativa ou tiveram infeegao sifilitica no passado, resultando em maior prevalencia de 
resultados reagentes. 

■ InfecQdes com triagem obrigatoria em condigoes especificas 

Citamegalovfrus 

A infeegao por CMV e o seu diagnostico laboratorial estao descritos no Capftulo 22. CMV e um membro do grupo herpesvirus 
que se caracteriza, como todos os virus desse grupo, pela capacidade de permanecer longo perfodo latente no hospedeiro. 

A infeegao primaria por CMV e assintomatica, na maioria dos infectados, seguida pela infeegao inaparente sem dano 
detectavel ou manifestagao da doenga. Contudo, pode ser reativada em uma imunossupressao grave, seja por medicamentos, 
seja por doenga. 

As particulas virais infecciosas sao excretadas nos fluidos corporeos de pessoas infectadas, incluindo o sangue, de maneira 
intermitente e sem qualquer sinal ou sintoma. A transfusao de sangue contendo o virus para um receptor suscetivel, 
principalmente aquele com comprometimento imunologico, e muito grave, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade, 
como ocorre em pacientes infectados pelo HIV, pacientes com neoplasias, os submetidos a hemodialise e os receptores de 
transplantes de orgaos. Os pacientes de maior risco sao os receptores de transplante de medula ossea alogenica e de celulas- 
tronco, devido a rigorosa imunossupressao a que eles sao submetidos. 

Segundo Portaria vigente 1 , sao exigidos exames laboratoriais de alta sensibilidade para deteegao de CMV quando o sangue 
for destinado a pacientes submetidos a transplante de celulas progenitoras ou de orgaos, recem-nascidos de maes CMV negativo 
ou com sorologia desconhecida e peso inferior a 1.200 g ao nascer, e nos casos de transfusao intrauterina. 

Devido a alta prevalencia de soropositivos entre os doadores de sangue, a selegao de componentes de sangue soronegativos 
para CMV constitui uma grande dificuldade, principalmente se a demanda for de plaquetas, produto necessario para quase todos 
os transplantes. 

A mesma Portaria 1 permite o “uso de componentes celulares desleucocitados em substituigao a utilizagao de componentes 
soronegativos para CMV”. A desleucocitagao e feita por meio de filtros especiais que permitem a remogao de 99% dos 
leucocitos do hemocomponente, resultando em um produto com menos de 5 x 10 6 leucocitos por unidade de sangue. 

Malaria 

E um problema de saude publica no mundo. Acomete populagoes de regioes tropicais e subtropicais, principalmente de paises 
com condigoes economicas precarias, onde e lider em morbidade e mortalidade. No mundo, a Africa concentra a maioria dos 
casos, sendo a populagao infantil a mais atingida. 

No Brasil, a malaria distribui-se predominantemente na regiao da Amazonia, onde a transmissao e vetorial, mas devido a 
migragao de povos das regioes endemicas para os grandes centres, verifica-se a urbanizagao dessa infeegao, com riscos de 
transmissao por transfusoes sangufneas. 


Testes de detecgao de plasmodio ou de seus antfgenos devem ser realizados na triagem de doadores de sangue nas rcgioes 
endemicas de malaria. Entretanto, esses testes diretos, como a pesquisa do parasita em gota espessa, apresentam sensibilidade 
muito baixa e estao sujeitos a erros humanos, podendo resultar em falso-negativos. A malaria transmitida por transfusao e mais 
grave, com altas taxas de letalidade. 

Tecnicas moleculares, como a PCR, tem sido sugeridas em substituigao as parasitologicas, por sua alta sensibilidade. Fora 
dessas rcgioes, criterios clinicos e epidemiologicos sao adotados na triagem de doadores contra a malaria, como exclusao de 
doadores que viajaram para regiao endemica nos 12 meses anteriores; individuos que residiram na regiao endemica ou que 
tiveram a malaria, mas se mantem sem sintomas por mais de 3 anos. 0 combate a malaria e muito diffcil e necessita de maior 
atencao de todo o mundo. 

■ Outros agentes transmissiveis 

A transmissao da hepatite A e extremamente rara. A ausencia de portadores cronicos e a presenga de sintomas auxiliam na 
exclusao de doadores de sangue durante o breve perfodo de viremia e explicam o motivo pelo qual a hepatite A pos- 
transfusional e tao rara. Alguns casos relatados de transmissao sanguinea de hepatite A ocorreram em pacientes que se 
submeteram ao tratamento com fator VIII e fator IX, na Europa e nos EUA. Assim, recomenda-se a vacinagao de individuos 
suscetfveis, em tratamento com fatores de coagulacao derivados do plasma. 6 

Outros virus como o da hepatite G (HGV) e o TT virus (TTV), altamente prevalentes na populagao, tem sido atribuidos a 
alguns casos de hepatites pos-transfusionais, porem, evidencias mostram que, apesar de esses virus poderem ser transmitidos 
por sangue ou por seus produtos, nao sao hepatotropicos, nem causadores da hepatite. 

Infecgoes como leishmaniose, doenga de Lyme, brucelose, malaria, babesiose, toxoplasmose, as causadas por EBV e por 
virus do West Nile sao raramente transmitidas por transfusao. 

Recentemente, o virus Zika tem sido considerado teoricamente possivel de ser transmissivel por transfusao sanguinea, por 
ter sido detectado na circulacao em raros doadores de sangue. No entanto, nao ha casos documentados suficientemente para 
melhor investigagao. 
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Capitulo 24 

Autoimunidade e Doen^as Autoimunes Orgao-espedficas 


Kioko TakeieJoilson O. Martins 


IntroduQao 

Autoimunidade e uma falha na autotolerancia, levando ao nao reconhecimento dos antigenos proprios (self). Ou seja, o 
organismo organiza uma resposta imune mediada por celulas T ou B contra antigenos proprios (self). Na doenga autoimune, a 
resposta imune e deleteria, levando a lesao tecidual ou de orgaos, implicando existencia de manifestagSes clinicas. 

Embora a resposta imune adaptativa seja fling ao essencial para a defesa do organismo contra os agentes infecciosos, os 
erros nessa resposta podem tambem levar a lesoes teciduais e doencas de fundo imunopatologico: 

• Quando a resposta imune ocorre de forma inadequada, pode provocar a reagao de hipersensibilidade, responsavel por 
fenomenos alergicos e causadora de lesao em tecidos ou orgaos (ver Capitulo 30) 

• Quando o sistema imune apresenta falha ou deficiencia na resposta, resulta nas imunodeficiencias, que tornam o individuo 
suscetivel as infecgoes e, possivelmente, ao desenvolvimento de tumores (ver Capitulo 28) 

• Quando ha falha na autotolerancia, ou seja, o sistema imune perde a capacidade normal de distinguir entre os componentes 
proprios (self) e os do alheio (non-self), montando uma resposta imune inadequada contra si proprio, estabelecendo, assim, a 
doenga autoimune. 

A autoimunidade pode fazer, no entanto, parte do processo normal de uma resposta imune, como a reatividade contra as 
proprias celulas transformadas nos processos malignos e na presenga de infecgoes intracelulares (ver Capitulos 1 e 2). Dessa 
maneira, a autorreatividade pode ocorrer contra varios tipos de componentes do self como os nativos, os alterados e os 
transformados. 

Ate o momento, pouco se conhece sobre as causas do descontrole que transformam a resposta imune normal em um 
processo aberrante cujo evento final culmina na agressao aos proprios orgaos, envolvendo multiplas partes do corpo. Cada uma 
das atuais teorias explica, em parte, um fenomeno ou mecanismo autoimune, mas nao todos eles. Apesar do dano celular ou 
tecidual ser causado por celulas T, por anticorpos, ou por ambos, a presenga de anticorpos e quase sempre observada, 
independentemente de estarem ou nao implicados na patogenese da doenga autoimune. 

Laboratorialmente, os autoanticorpos sao importantes meios de diagnostico, de prognostico, de definigao das formas 
clinicas, de monitoramento de atividade da doenga e de fator preditivo no desenvolvimento futuro de uma doenga autoimune. 
Na pesquisa, os autoanticorpos constituem uma valiosa ferramenta para o estudo da biologia celular, marcando a localizagao 
dos antigenos nas diferentes fases do ciclo celular, sua natureza e suas fungoes biologicas. 

Os autoanticorpos, principalmente aqueles especificos de uma determinada doenga autoimune, podem surgir muitos anos 
antes do inicio das manifestagoes clinicas. Os anticorpos contra o componente E2 da desidrogenase lactica sao produzidos pelo 
individuo decadas antes do desenvolvimento da cirrose biliar primaria. Do mesmo modo, os anticorpos anti-GAD podem ser 
detectados ainda na infancia ou anos antes das manifestagoes clinicas do diabetes mellitus tipo 1. 

Desencadeamento de doengas autoimunes 

As causas da autorreatividade sao multifatoriais, relacionadas a fatores ambientais, infecciosos, hormonais, imunologicos, 
produtos quimicos e outros ainda desconhecidos. Provavelmente, esses fatores e os do hospedeiro interagem de maneira 





complexa, ocasionando uma profunda alteracao do sistema imune. Como resultado, verifica-se, entre outros, a produgao de 
diferentes autoanticorpos, alteracao da fungao de celulas T, defeito na fagocitose, o que desencadeia a doenga. 

■ Fatores geneticos 

A suscetibilidade, na maioria das doengas autoimunes, esta fortemente associada aos fatores geneticos. De fato, observa-se 
associagao entre o antfgeno leucocitario humano (HLA) e muitas das doengas autoimunes, como, por exemplo, a espondilite 
anquilosante e o HLA B27, a artrite reumatoide (AR) e o HLA DR4, o lupus eritematoso sistemico (LES) e o HLA DR3, a 
esclerose multipla e o HLA DR2 e, por fim, a doenga de Hashimoto e o HLA DR5. A influencia dos fatores geneticos pode 
ainda ser observada pela concordancia na ocorrencia da mesma doenga autoimune entre gemeos identicos, por exemplo, a 
concordancia de 57% para o LES e 34% para a AR. Contudo, e tambem evidente a importancia de outros fatores na 
suscetibilidade a doenga, ja que, sendo homozigotos, taxas maiores de concordancia seriam esperadas. Muitas doengas 
autoimunes sao geneticamente complexas, com o envolvimento de varios genes. No entanto, a predisposigao a uma determinada 
doenga ou acometimento de orgao entre parentes proximos pode ser observada em alguns casos. 

■ Fatores hormonais 

A suscetibilidade a uma doenga autoimune e nitidamente polarizada para um dos sexos, como no caso do LES, mais prevalente 
entre as mulheres na idade adulto-jovem (meia-idade), mostrando a influencia dos estrogenos nessa condigao; o que, no entanto, 
nao explica como as mulheres pos-menopausa tambem podem desenvolver o LES. Outras doengas autoimunes tambem mais 
prevalentes entre as mulheres sao: artrite reumatoide, esclerodermia, tireoidite de Hashimoto, doenga de Graves, esclerose 
multipla e miastenia gravis. O inverso ocorre na espondilite anquilosante e na sindrome de Goodpasture, com maior prevalencia 
entre os homens. 

■ Fatores ambientais 

Fatores ambientais como agentes infecciosos, medicamentos, agentes qufmicos, toxinas, luz ultravioleta, fumo, obesidade, 
estresse ffsico e psicologico, entre outros, tem sido implicados como desencadeantes das diferentes doengas autoimunes. 

■ Mecanismos envolvidos na indugao da autoimunidade 

Entre as varias teorias propostas sobre o mecanismo da indugao da autoimunidade, atualmente as mais aceitas tem referido, 
sobretudo ao mimetismo molecular, disseminagao de epitopos (epitope spreading), desregulagao da rede idiotipica, defeitos na 
apoptose e superantigenos. 

■ Mimetismo molecular e reatividade cruzada 

Ocorre quando um agente infeccioso compartilha um determinado epitopo com um autoantigeno localizado em alguma celula 
ou tecido do organismo. Assim, a resposta imune contra essa porgao do agente infeccioso resulta em clones que produzem 
anticorpos que reagem cruzadamente contra o proprio tecido. Por exemplo, os anticorpos contra os carboidratos de 
estreptococos reagem cruzadamente contra antfgenos glicoproteicos localizados nas valvulas cardfacas. Na espondilite 
anquilosante sao observadas reagoes cruzadas entre os epitopos do HLA B27 e Klebsiella pneumoniae. 

■ Disseminagao de epitopos 

A lesao de tecidos decorrente do processo autoimune pode expor ao sistema imune outros antfgenos nativos ou alterados 
provenientes do tecido lesado. Esses antfgenos podem ativar linfocitos especfficos, provocando a exacerbagao da doenga. 
Assim, pode ocorrer expansao policlonal de celulas B e produgao de anticorpos contra multiplos epitopos, alguns envolvidos na 
patogenicidade. Esse mecanismo explica a razao pela qual, uma vez instalada, a doenga autoimune tende a ser cronica e, em 
geral, progressiva. Experimentalmente, foi observado que a injegao de anti-DNA em camundongos resultou nao somente nos 
anticorpos anti-DNA como tambem em uma variedade de outros autoanticorpos associados ao LES, como anti-SS-A/Ro, anti- 
Sm e anti-ssDNA. 

■ Rede idiotipica 

O sitio de combinagao de um anticorpo na regiao variavel das imunoglobulinas (idiotipo) e complementar ao epitopo do 
antfgeno especffico. Esses idiotipos correspondem ao antfgeno para os anti-idiotipos, ou seja, sao reconhecidos pelo sistema 
imune como estranhos, induzindo a produgao de anti-idiotipos. Em condigoes normais, a interagao especffica entre os anti- 


idiotipos e os idiotipos chega a um estado de equilfbrio nos quais aqueles inativam estes, modulando a resposta imune. Qualquer 
desvio nesse processo pode resultar em processo autoimune. 

■ Apoptose 

Um dos mecanismos de morte dos linfocitos T ou B potencialmente autorreativos e a apoptose. Na perda de estfmulos 
apoptoticos, os clones autorreativos nao eliminados podem continuar a proliferar nos tecidos perifericos, resultando na ativagao 
e produgao de celulas T autoiTeativas ou autoanticorpos. Por outro lado, a apoptose e um processo que possibilita a regulagao 
negativa de celulas que ja cumpriram a sua fungao ou, ainda, de celulas danificadas ou senis. A demora dos fagocitos na 
remogao dessas celulas mortas ou o excesso de material apoptotico acumulado pode resultar em exposigao prolongada das 
proteinas normalmente inacessfveis, bem como das proteinas alteradas durante o processo de apoptose. Essa condigao promove 
uma resposta imune, com produgao de autoanticorpos contra multiplos componentes celulares proprios. 0 LES constitui um 
exemplo desse fenomeno: durante o processo apoptotico, o DNA, fragmentos de proteinas intracelulares, intranucleares e 
fragmentos de membrana sao liberados, com consequente indugao de autoanticorpos contra esses elementos celulares. 

■ Exposigao de um antigeno sequestrado 

Durante o desenvolvimento do sistema imune fetal, um antigeno pode se encontrar sequestrado em algum lugar inacessivel do 
organismo (cristalino do olho, por exemplo). Quando esse antigeno se torna exposto, apos uma lesao tecidual provocada por 
virus, a resposta contra ele pode desencadear uma doenga autoimune. 

■ Anormalidade na apresentagao do antigeno 

Normalmente, a apresentagao dos antigenos pelas celulas apresentadoras de antigenos nao induz uma resposta autoimune. 
Entretanto, quando essa apresentagao e feita fora dos padroes normais, por meio de celulas apresentadoras nao profissionais, ou 
entao na presenga de disturbio no balanceamento das citocinas, pode haver ativagao de clones de linfocitos T autorreativos e 
consequente resposta autoimune. 

■ Superantigenos 

Ativam grandes populagoes de linfocitos T e B por meio da ligagao ao HLA fora do sitio de apresentagao antigenica. A 
expansao indevida dos linfocitos potencialmente autorreativos pode levar, entao, a autoimunidade. 

Imunopatologia | Hipersensibilidade 

Os disturbios causados por resposta imune descontrolada ou excessiva, levando a lesao tecidual e a doenga, sao chamados 
fenomenos de hipersensibilidade. Esta pode resultar em espectros clinicos bastante variaveis, podendo ser dividida em quatro 
tipos, para fins didaticos e de acordo com os mecanismos efetores ou pela natureza da resposta imune. 

■ Hipersensibilidade do tipo I 

Envolve os mecanismos de alergia, com a participagao de anticorpos IgE (ver Capftulo 30). Na imunopatogenese das doengas 
autoimunes, mecanismos efetores baseados nas hipersensibilidades dos tipos II, III e IV sao os responsaveis pelos processos 
inflamatorios e lesoes teciduais, sendo as dos tipos II e III mediadas por anticorpos e a do tipo IV, por linfocitos T (LT) e 
macrofagos. Entretanto, nas doengas autoimunes, em geral, ha participagao de mais de um tipo de mecanismo efetor. 

■ Hipersensibilidade do tipo II 

Os anticorpos das classes IgG e IgM combinam-se com os antigenos que fazem parte da superffcie de determinadas celulas, 
resultando nas lesoes dessas celulas ou tecidos por meio de ativagao de mecanismos inflamatorios. Os anticorpos podem, 
tambem, reagir com as moleculas receptoras localizadas na superffcie celular e interferir nas fungoes celulares normais, 
ativando os receptores ou bloqueando a ligagao destes com a protefna ligante, provocando uma destruigao celular maciga, que 
ocorre por varios mecanismos: 

• Opsonizagao e fagocitose: os anticorpos ligados aos antigenos da superffcie celular podem ativar o complemento resultando na 
opsonizagao com a opsonina C3b e na fagocitose das celulas que apresentam esse antigeno (ver Capftulos 1 e 2). Por 
exemplo: anemia hemolftica autoimune e purpura trombocitopenica autoimune 

• Inflamagao mediada por complemento e Fc: os anticorpos ligados aos antigenos na superffcie celular podem ativar o sistema 



complemento com geragao de varios fragmentos com propriedades biologicas. 0 C5a, que e um fator quimiotatico, recruta 
os macrofagos e neutrofilos que liberam citocinas, proteases e mediadores inflamatorios, levando a destruigao dos tecidos 
locais. A IgG ligada a um antfgeno expoe regiao da Fc que se liga ao receptor Fey (FcgR) dos neutrofilos e macrofagos, 
resultando na secregao de produtos toxicos que levam a inflamagao e destruigao celular local. Por exemplo, febre reumatica 
aguda, glomerulonefrite mediada por anticorpo, como na sfndrome de Goodpasture. Alem disso, o C5a age como 
anafilotoxina ativando a degranulagao de mastocitos teciduais e liberagao de aminas vasoativas e substancias pro- 
inflamatorias 

• Bloqueio ou estimulagao de receptores: os autoanticorpos que reagem contra os receptores presentes na superffeie celular 
podem simular a agao de hormonios, ou outra protefna ligante, especffica para esse receptor. Por exemplo, os anticorpos 
antirreceptores do hormonio estimulante da tireoide (TSH) ao se ligarem com os receptores de TSH, simulam a agao desse 
hormonio e, assim, estimulam as celulas tireoidianas a produzirem mais hormonios da tireoide (T3 e T4), resultando em 
hipertireoidismo. A regulagao negativa (feedback negativo) ocorre quando os nfveis de hormonios da tireoide se elevam 
muito, inibindo a liberagao do TSH pela hipofise. No caso de a estimulagao ter sido feita por meio de anticorpos, esse 
controle nao ocorre e a estimulagao e continua, resultando em um acumulo excessivo de hormonios da tireoide, o que explica 
o hipertireoidismo. Os anticorpos contra receptores podem tambem bloquear a ligagao da protefna ligante com o receptor, 
inibindo a estimulagao deste. Outro exemplo importante e a ligagao dos anticorpos contra o fator intrfnseco das celulas 
parietais da mucosa gastrica, que bloqueiam a ligagao desse fator com a vitamina B12, diminuindo, assim, a sua absorgao e 
resultando em anemia perniciosa. Os anticorpos antirreceptores de acetilcolina, por exemplo, tambem impedem a ligagao da 
acetilcolina ao seu receptor, resultando na fraqueza muscular caracterfstica da miastenia gravis. 

■ Hipersensibilidade do tipo III 

Os autoanticorpos se ligam aos autoantfgenos soluveis formando imunocomplexos. Quando isso ocorre em ambiente em que a 
disponibilidade de antfgeno e grande e continua, formam-se imunocomplexos de tamanho pequeno e em grande quantidade (ver 
Capftulo 5). Quando nao sao adequadamente removidos, esses imunocomplexos podem depositar-se em qualquer lugar do 
organismo, principalmente nos tecidos ou nos vasos sangufneos, local onde sao observadas reagoes inflamatorias decorrentes da 
ativagao do complemento. Essa ativagao leva ao recrutamento de neutrofilos, os quais se ligam aos imunocomplexos pelos seus 
receptores Fey. Os neutrofilos causam danos aos tecidos no local da deposigao, principalmente nos pequenos vasos, nos 
glomerulos e nas articulagoes, resultando, respectivamente, em vasculite, glomerulonefrite e artrite. Esses danos podem levar ao 
surgimento de doengas como LES e glomerulonefrite pos-estreptococica. A deposigao desses imunocomplexos tambem e 
facilitada quando estes apresentam cargas positivas ligando-se a superficies negativas, como a membrana basal dos glomerulos 
e dos vasos. Nesses locais, a pressao hidrostatica alta auxilia nessa deposigao. 

■ Hipersensibilidade do tipo IV 

Quando os LT CD4+ do tipo Thl autorreativos perdem a tolerancia, podem induzir a produgao das citocinas do tipo 1 (IL-2, 
INF y e TNF), resultando na ativagao dos macrofagos e causando lesao dos tecidos pelos mediadores inflamatorios. Os LT 
CD8+ destroem diretamente as celulas-alvo que apresentam o antfgeno associado ao HLA de classe I. As principals doengas 
autoimunes mediadas por LT autorreativos sao orgao-especfficas, como a tireoidite de Hashimoto e o diabetes mellitus do tipo 
1. Nessas doengas, sao encontrados infiltrados mononucleares (linfocitos e macrofagos) e destruigao de celulas-alvo, como, por 
exemplo, as celulas (5 das ilhotas produtoras de insulina, resultando em diabetes por falta de insulina. 

Espectro das doengas autoimunes 

Alguns autoanticorpos ou linfocitos T autorreativos demonstram especificidade aos antfgenos de distribuigao tecidual restrita a 
um determinado orgao, resultando em doenga orgao-especffica, como: miastenia gravis, diabetes, esclerose multipla, doenga de 
Graves, tireoidite de Hashimoto, gastrite autoimune e outras. 

No outro extremo, algumas doengas sao sistemicas, envolvendo praticamente todos os orgaos, como LES e as doengas 
reumaticas em geral. Entre os dois extremos, ha uma serie de doengas que sao especfficas para orgaos, porem, os seus 
autoanticorpos reagem com outros antfgenos localizados nao so no orgao envolvido mas tambem em outras celulas. Por 
exemplo, na cirrose biliar primaria, a infiltragao de celulas imunologicas inflamatorias ocorre nos pequenos ductos biliares, mas 
os anticoipos antimitocondria (AMA) podem reagir com mitocondrias de outros orgaos (Figura 24.1). 

Um paciente pode ter mais de uma doenga autoimune. A superposigao de doengas diferentes de um determinado extremo 
do espectro autoimune pode ocorrer com certa frequencia. Pacientes com anemia perniciosa podem tambem apresentar 



autoanticorpos contra a tireoide, portanto, a ocorrencia de doengas da tireoide nesses indivfduos e maior. O inverso tambem e 
observado, ou seja, pacientes com doenga autoimune da tireoide podem apresentar autoanticorpo contra o estomago, alguns 
chegando a desenvolver anemia perniciosa. 

No grupo das doencas reumaticas, a superposigao tambem e comum, como no caso da artrite reumatoide, da sindrome de 
Sjogren, da dermatopolimiosite e outras que frequentemente estao associadas ao quadro laboratorial e clinico do LES (ver 
Capitulo 25). Ja a superposigao de doengas de dois extremos opostos e mais rara. 


Orgao-especifica 


▼ 

Nao orgao-especifica 


Tireoidite de Hashimoto 
Doenga de Graves 
Anemia perniciosa 
Gastrite autoimune 
Doenga de Addison 
Diabetes mellitus do tipo 1 
Sindrome de Goodpasture 
Miastenia gravis 
Penfigo 

Esclerose multipla 
Anemia hemolitica autoimune 
Purpura trombocitopenica 
Cirrose biliar primaria 
Hepatite autoimune 
Colite ulcerativa 
Sindrome de Sjogren 
Artrite reumatoide 
Dermatomiosite 
Esclerodermia 

Doenga mista do tecido conjuntivo 

Lupus discoide 

Lupus eritematoso sistemico 


Figura 24.1 Espectro de especificidade das doengas autoimunes quanto ao alvo. Adaptada de Schmitt, 2003. 1 


Importancia laboratorial dos autoanticorpos 

A patogenese das doengas autoimunes baseia-se na agressao do sistema imune celular e/ou humoral as celulas e aos tecidos do 
paciente. No entanto, quase todas essas doengas apresentam autoanticorpos circulantes. Laboratorialmente, a detecgao dos 
autoanticorpos e util para diversos fins: 

• Diagnostico: a maneira mais pratica para se realizar o diagnostico laboratorial de uma doenga autoimune e pela detecgao de 
autoanticorpos. Alguns sao marcadores especfficos da doenga, como, por exemplo, o anti-DNA nativo e o anti-Sm para o 
LES 

• Atividade da doenga: alguns autoanticorpos estao implicados na patogenese da doenga e, assim, apresentam correlagao com a 
sua atividade, como o anticorpo anti-DNA nativo (dsDNA, ou double stranded DNA) na patogenese e na exacerbagao do 
LES 

• Preditivos da doenga: os autoanticorpos podem ser marcadores preditivos do desenvolvimento da doenga autoimune no futuro, 
pois muitos sao produzidos bem antes do inicio das manifestagoes clinicas e, portanto, a sua detecgao significa que o 




processo autoimune ja esta em curso. Anticorpos anticelulas das ilhotas de Langerhans sao detectaveis meses ou anos antes 
do inicio da doenca. Alguns autoanticorpos detectados durante a gravidez estao associados ao maior risco de 
desenvolvimento future da doenca autoimune respectiva. Por exemplo, gestantes com fator reumatoide, ou anticorpos anti- 
TPO, ou anticorpos antinucleo no sore, apresentam maior risco de manifestarem, posteriormente, artrite reumatoide, 
tireoidites e LES, respectivamente 

• Formas clinicas: alguns autoanticorpos que diferenciam a forma clinica da doenca (p. ex., o anticentromero na esclerose 
sistemica) sao associados a forma CREST e o anti-Scl-70, a forma difusa. 

■ Diagnostico laboratorial 

Para se considerar uma doenca como autoimune e necessario haver uma reagao definida contra antigenos self como componente 
principal da fisiopatologia. A agressao a celulas e aos tecidos proprios se deve ao sistema imune celular e/ou humoral. 
Entretanto, qualquer que seja o mecanismo de agressao, a presenga de autoanticorpos e quase sempre uma constante e a sua 
detecgao constitui a forma mais pratica de diagnostico sorologico. Para tanto, e necessario um autoantigeno altamente reativo e 
de especificidade definida para que um teste fornega uma alta eficiencia diagnostica. 

Como em outras areas de diagnostico, tecnologias de produgao de antigenos recombinantes ou de anticorpos monoclonais 
tem tornado as tecnicas sorologicas suficientemente sensiveis e praticas para o diagnostico de doengas autoimunes na retina 
laboratorial. Uma grande diversidade de testes apresentados na forma de conjunto (kit) para diagnosticos e oferecida no 
mere ado. 

A tecnologia de antigenos recombinantes pode ser util para outras finalidades, como mapeamento de epitopos, estudo da 
interagao antigeno-anticorpo e, futuramente, imunoterapia antigeno-especifica. 

Tecnica de imunofluorescencia indireta 

A reagao de imunofluorescencia indireta (IFI) vem sendo utilizada ha cerca de 5 decadas e continua sendo util nos laboratories 
de diagnostico clinico. Baseia-se na reagao entre os antigenos localizados nas celulas ou nos tecidos e os autoanticorpos 
especificos presentes no sore do paciente. A revelagao do complexo antigeno-anticorpo formado e feita por um conjugado anti- 
IgG fluorescente, que produz padroes caracteristicos de fluorescencia de acordo com a localizagao celular ou tecidual do 
antigeno em que o anticorpo do paciente se ligou. Esse padrao de imunofluorescencia mostra correlagao com a patologia ou 
grupos de patologias. 

Como fonte de antigenos, celulas em cultura ou segoes de tecidos sao utilizadas de acordo a doenga ou a presumivel 
presenga de autoanticorpos. A existencia de varios alvos antigenicos, presentes em uma celula ou tecido, possibilita detectar 
anticorpos de varias especificidades em uma unica reagao. 

A desvantagem da IFI e a dificuldade de automagao e a leitura que, sendo subjetiva, esta sujeita as variagoes individuals de 
acordo com o observador. 

Exemplos de testes de IFI mais empregados para o diagnostico sorologico incluem as deteegoes de anticorpos antinucleo 
em cultura de celulas HEp2; de anticorpos anti-dsDNA em Crithidia luciliae (protozoario obtido por cultura); anticorpos 
antimitocondria e antiglomerulo em cortes de rim de rato; anticorpos anti musculo liso e celulas parietais em cortes de estomago 
de rato; e outros. 

Testes imunoenzimaticos 

As tecnicas imunoenzimaticas estao cada vez mais difundidas com o aperfeigoamento da tecnologia de purificagao e de 
obtengao de antigenos. Entretanto, reagoes inespecificas sao frequentes quando a pureza do antigeno nao e adequada. Antigenos 
obtidos de tecidos humanos estao, em geral, representados em quantidades minimas e sao de dificil purificagao, pois exigem a 
remogao de outras proteinas potencialmente antigenicas. 

Os antigenos recombinantes trouxeram um grande avango no diagnostico. Alguns mais importantes, tanto para diagnostico 
como para selegao do candidate ao uso na terapia, estao apresentados na Tabela 24.1. 

Muitas proteinas sao de dificil expressao, pois os produtos recombinantes podem ser toxicos para as celulas, instaveis ou 
entao obtidos na forma insoluvel. 

A tecnologia do DNA recombinante possibilita tambem obter proteinas quimericas que tem a vantagem de produzir 
proteinas que reconhecem maior numero de epitopos. Por exemplo, os dois autoantigenos mais importantes no diagnostico de 
diabetes do tipo 1, a isoforma de 65 kDa da descarboxilase do acido glutamico (GAD 65) e a proteina do antigeno 2 das ilhotas 
de Langerhans semelhante a tirosina fosfatase (IA-2) tem sido combinados, com sucesso, em uma proteina de fusao. O antigeno 


assim obtido e capaz de detectar, simultaneamente, os anticorpos anti-GAD 65 e anti-IA2 e possibilitar, em um unico teste, 
detectar indivfduos com risco de desenvolver diabetes do tipo 1, com maior sensibilidade. 

Doengas autoimunes orgao-especificas 

Cerca de 20% da populagao e afetada por doenga autoimune ou doenga inflamatoria mediada pela resposta imune anormal. 
Alguns exemplos de doencas autoimunes orgao-especificas serao abordados neste capitulo e as nao orgao-especificas (doengas 
autoimunes reumaticas), no Capitulo 25. 

■ Diabetes mellitus tipo 1 

O diabetes mellitus consiste em um grupo heterogeneo de disturbios que apresenta a hiperglicemia como caracteristica comum. 
Os tipos 1 e 2 sao as variantes mais comuns, que diferem entre si nos padrocs geneticos, na resposta a insulina e na 
etiopatogenia. Em ambos, complicagdes a longo prazo, como neuropatia, nefropatia e retinopatia, podem ocorrer. O diabetes 
tipo 1, tambem chamado de diabetes mellitus insulinodependente (IDDM), e responsavel por cerca de 10% dos casos da doenga, 
e o tipo 2, insulino nao dependente (NIDDM), responde por cerca de 90%. Por nao se tratar de uma doenga autoimune, o 
diabetes tipo 2 nao sera abordado neste capitulo. 

O diabetes tipo 1 e caracterizado pela deficiencia grave de insulina decorrente da destruigao das celulas (5 pancreaticas por 
um mecanismo imunomediado. Caracteriza-se clinicamente pelo inicio subito, perda de peso, sede, poliiiria e letargia. Com a 
queda na produgao da insulina, ocorre a produgao de cetonas, que podem ser detectadas na urina, no sangue e na respiragao, e 
levar o paciente a cetoacidose e ao coma hiperosmolar, que sao situagoes de emergencia. O diabetes do tipo 1 ocori'c geralmente 
em criangas e adultos jovens, mas, as vezes, pode comegar mais tarde, na idade adulta. Histologicamente, o pancreas dos 
pacientes com diabetes do tipo 1 mostra atividade imunologica, ausente nos pacientes com diabetes do tipo 2 ou em individuos 
sadios. Observa-se, nas ilhotas de Langerhans, infiltrado linfocitario, na maioria CD8+, com numero variavel de LT CD4+ e 
macrofagos. Anticorpos e componentes do sistema complemento podem tambem ser encontrados. 

Os principals alvos do ataque autoimune sao contra o GAD e a insulina, provavelmente expostos ao sistema imune do 
individuo suscetivel por pancreatite apos uma infecgao na infancia, ou por apoptose apos um processo normal de renovagao das 
suas celulas. Normalmente, os produtos da apoptose sao rapidamente removidos pelos macrofagos ou por celulas dendriticas 
imaturas. Contudo, quando a apoptose ocorre na presenga de forte resposta inflamatoria, as celulas dendriticas imaturas recebem 
um sinal para a sua maturagao, o que tambem acaba ativando os linfocitos T. 

Muitos anos antes de se manifestar abruptamente como diabetes do tipo 1, a reagao autoimune contra as celulas beta ja teve 
inicio. Somente apos a destruigao de mais de 90% das celulas beta a doenga se manifesta clinicamente. 

Fatores associados a predisposigao ao diabetes tipo 1 

Fatores geneticos 

A predisposigao genetica parece ser decorrente das variagoes geneticas na molecula do HLA da classe II, que afetam o 
reconhecimento pelos receptores de celulas T ou alteram a forma de apresentagao do antigeno, podendo levar a uma reatividade 
imunologica anormal. Apresentam predisposigao ao diabetes mellitus tipo 1 os pacientes que possuem alelo de risco tais como 
os antigenos leucocitarios humanos (HLA), especialmente os alelos HLA-DRw3 e DRw4, adicionalmente a outros anticorpos 
especificos, tais como autoanticorpos antitirosina fosfatase (anti-IA2), autoanticorpos anti-insulina (anti-ICA) e/ou 
autoanticorpos antidescarboxilase do acido glutamico (anti-GAD). 2 

A importancia de fatores geneticos na etiologia do diabetes tipo 1 e observada pela taxa de concordancia entre gemeos 
dizigotos, de 5 a 10%, e em homozigotos, de 27 a 38%. A incidencia do DM1 varia com a regiao. Segundo a ultima edigao do 
Atlas IDF 2017, o Brasil apresenta cerca 88.300 criangas com idade ate 20 anos portadores do DM1, o que classifica o pals em 
terceiro lugar neste ranking, perdendo apenas para os EUA (169.900) e a India (128.500). 3 


Tabela 24.1 Exemplos de antigenos recombinantes de interesse no diagnostico sorologico e outros fins. 

Anticorpos contra 

Principal doenga associada 

Alfafodrin 

Slndrome de Sjogren 

Anexina V 

Slndrome antifosfolipldica 



Antigeno de penfigoide bolhoso BP230 kDa 

Penfigoide bolhoso 

Antigeno mitocondrial (subunidade E3) e 

Cirrose biliar primaria 

Antigeno mitocondrial PDH E2 (52 e 70 kDa) 

Cirrose biliar primaria 

Beta 2 glicoprotefna 1 

Sfndrome do anticorpo antifosfolipfdico 

BPI (ANCA) 

Fibrose cfstica 

BP 180 kDa 

Penfigoide bolhoso 

Calpastatina 

Artrite reumatoide 

CENP AeCENP B 

Esclerose sistemica forma limitada 

Citocromo P450 - IA2 

Hepatite autoimune tipo 2 

Citocromo P450-2D6/LKM1 

Hepatite autoimune tipo 2 

Colageno IV, domfnio NCI 

Sfndrome de Goodpasture 

Desmoglefna 1 

Penfigo foliaceo 

Desmoglefna 3 

Penfigo vulgaris 

Fibrilarina 

Esclerose sistemica forma difusa 

GAD 65 e GAD 67 

Diabetes do tipo 1 

Gly-t RNA sintetase 

Polimiosite/Dermatomiosite 

H + /K + ATPase 

Gastrite autoimune 

IA-2 (ICA512) e IA-2 beta 

Diabetes do tipo 1 

Jo-1 (histidil-fRNA sintetase) 

Polimiosite 

Ku 70 kDa e Ku 86 kDa 

Miosites (raro, pouco conhecido) 

La (SS-B) 

Sfndrome de Sjogren, lupus eritematoso sistemico 

LC1 

Hepatite autoimune tipo 2 

Macrogolgin 

Esclerodermia e sfndrome de Sjogren 

Mi2 

Dermatomiosite 

Mieloperoxidase (ANCA) 

Vasculite sistemica 

PM Scl (100 kDa e 75 kDa) 

Sfndrome de superposigao polimiosite/esclerodermia 

Protefna ribossomica P0, PI e P2 

Lupus eritematoso sistemico 

Proteina SplOO 

Cirrose biliar primaria (incerto) 

Proteinase 3 (ANCA) 

Sfndrome do anticorpo antifosfolipfdico 

Receptor de TSH (fragmento) 

Doenga de Graves 

Ro SS-A (52 kDa e 60 kDa) 

Lupus eritematoso sistemico, sfndrome de Sjogren 


Scl 70 


Esclerose sistemica 

SLA/LP Hepatite autoimune tipo 1 

Sm B'/B e Sm D1-3 Lupus eritematoso sistemico 

Tireoglobulina Doenga de Hashimoto 

TPO (seguimento C2) Doenga de Hashimoto 

Transglutiaminase tecidual Doenga celfaca 

U1 snRNP 68/70 kDa Lupus eritematoso sistemico, DMTC 

U1 snRNP A e U1 snRNP C Lupus eritematoso sistemico, DMTC 

U2 Sm B" Lupus eritematoso sistemico 

Adaptada de Schmitt, 2003. 1 

Fatores ambientais 

Entre os fatores ambientais, os virus parecem ter uma participagao importante no desencadeamento do diabetes tipo 1. 
Tendencias sazonais de novos casos da doenga tem sido observadas associadas as infecgoes virais comuns, como as causadas 
pelos virus da coxsackie, caxumba, sarampo, citomegalovirus, rubeola e apos a mononucleose infecciosa. Postula-se que, nessas 
infecgoes, mesmo uma lesao leve das celulas beta possa expor os antigenos normalmente inacessiveis ao sistema imune, 
iniciando uma resposta autoimune. 

A outra hipotese e o mimetismo molecular que ocorre entre as proteinas virais que compartilham a mesma sequencia da 
proteina encontrada nas celulas beta. 

Autoanticorpos de interesse diagnostico 

ICA 

As evidencias de que o diabetes mellitus do tipo 1 era causado por um processo autoimune vem de longa data 4 7 , quando se 
observou que as celulas pancreaticas se coravam na prcsenca de soros de pacientes com diabetes tipo 1, no teste de IFI. Esses 
anticorpos foram chamados de anticelulas de ilhotas, ou ICA, e traduzem apenas a presenga de autoanticorpos. mas nao a sua 
especificidade ao nivel molecular. A dificuldade na padronizacao do ICA por IFI, que necessita de pancreas humano como fonte 
de antigeno, e a subjetividade na leitura do teste tem sido importantes limitagoes ao seu uso na rotina diagnostica. 

ANTI-GAD E ANTI-IA-2 

Entre os ICA, dois antigenos foram identificados mais tarde: GAD e IA-2, cujos anticorpos sao, na maioria das vezes, 
detectados anos antes do inicio dos sintomas clinicos, podendo ser considerados como um marcador preditivo da doenga. O 
GAD pode existir sob duas formas: GAD 65 e GAD 67, sendo o primeiro o antigeno mais relevante. Resposta celular in vitro e 
os anticoipos anti-GAD mostram maior sensibilidade no diagnostico cornparado aos anticorpos anticelulas de ilhotas. 

A clonagem e a obtengao de antigenos GAD e LA-2 recombinantes propiciaram melhor padronizagao dos testes 
diagnosticos, demonstrando notavel melhora na proficiencia desses testes. 

Anticorpos anti-GAD e/ou anti-IA-2 ocorrem em 70 a 90% dos pacientes com diabetes do tipo 1 recentemente 
diagnosticados. Os anticorpos anti-IA-2 e anti-insulina (IAA) apresentam alto valor preditivo de desenvolvimento futuro da 
doenga em pacientes de baixa faixa etaria. Ja no adulto, o anticorpo anti-GAD mostra maior preditividade. 

IAA 

Os anticorpos anti-insulina (IAA) nao estao associados ao ICA e parecem um dos primeiros a ser produzidos na fase anterior ao 
desenvolvimento clinico do diabetes tipo 1. A lise das celulas das ilhotas e a exposigao da pro-insulina propicia o inicio da 
resposta autoimune. Os anticorpos antirreceptor da insulina tambem podem competir com a insulina. 

O IAA pode combinar-se com a insulina circulante formando imunocomplexos. Assim, individuos tratados com a insulina 



de origem animal por um perfodo maior que 2 semanas comeg am a produzir anticoipos anti-insulina. Esse fato deve ser 
considerado nos ensaios para a detecgao da antiinsulina. Alem disso, variagoes na sensibilidade e especificidade entre os 
reagentes de diferentes procedencias tem sido observadas nos testes para o IAA. 

No diabetes tipo 1, a produgao de autoanticorpos de varias especificidades parece ser mais importante que o ti'tulo 
individual de anticorpos de uma unica especificidade. Estudos envolvendo parentes de primeiro grau demonstraram que o 
desenvolvimento do diabetes do tipo 1, no decorrer de 5 anos, depende do numero de especificidade de autoanticorpos 
detectados: 6 

• 10% na presenga de um anticorpo 

• 50% na presenga de dois anticorpos 

• 80% ou mais na presenga de tres anticorpos. 

Os autoanticorpos podem, tambem, auxiliar na definigao da etiologia e na classificagao dos diabetes: 

• Cerca de 5 a 10% dos adultos aparentemente portadores do diabetes do tipo 2 podem apresentar anti-GAD. Esses individuos 
apresentam diferengas nas caracterfsticas imunologicas, geneticas e metabolicas quando comparados aos individuos 
diabeticos sem o anti-GAD que, apesar de nao demandarem uso de insulina quando diagnostic ados, tem alto risco de precisar 
dela no futuro, cerca de 6 anos pos-diagnostico. Essa subpopulagao de pacientes e chamada de diabetes do tipo 1 lentamente 
progressive ou diabetes autoimune latente do adulto (LADA) 

• Apesar de os anticorpos associados ao diabetes do tipo 1 serem liteis para o diagnostico laboratorial, nao sao eles os causadores 
da doenga. Entretanto, as suas deteegoes tem importancia diagnostica e prognostica. Os autoanticorpos possibilitam o 
diagnostico precoce da doenga, antes mesmo das manifestagoes clinicas, como ja relatado anteriormente. A detecgao deve 
ser feita mais de uma vez, se o teste for feito com o proposito de determinar a preditividade para o desenvolvimento futuro 
da doenga 

• A presenga associada a dois ou mais anticorpos, o anti-LA-2 isolado ou associado, alem de valor diagnostico, indicam tambem 
a probabilidade de progressao mais rapida para a doenga. 

Associagao com outras doengas autoimunes 

Os pacientes e seus parentes com diabetes do tipo 1 apresentam um risco aumentado de ter outras doengas autoimunes, como 
tireoidites (25%), doenga celiaca (7%) e gastrite autoimune (20% com anticorpos anticelula parietal). Essas associagoes devem 
ser lembradas para se detectar precocemente a existencia de outras condigoes autoimunes. 

■ Doengas autoimunes da tireoide 

A tireoide e controlada pela hipofise, que produz o hormonio estimulante da tireoide (TSH) que, por sua vez, estimula a 
produgao e a liberagao dos hormonios T3 e T4, os quais exercem um retrocontrole negativo, regulando a sua propria produgao a 
fim de manter a homeostase. O nivel de TSH apresenta correlagao negativa com a concentragao desses hormonios e, assim, 
constitui um excelente parametro para a avaliagao laboratorial de hipertireoidismo ou de hipotireoidismo. No hipertireoidismo, 
em que os nfveis hormonais de T3 e T4 se encontram altos, o nivel de TSH esta geralmente abaixo do limite normal. Ja no 
hipotireoidismo, que se caracteriza por baixas concentragoes sericas de hormonios da tireoide, o TSH alcanga nfveis superiores 
ao limite normal. Assim, laboratorialmente, os testes de fungao tireoidiana incluem dosagens sericas de TSH, T3 e T4 e T4 
livre. 

As tireoidites autoimunes sao as mais frequentes entre as doengas autoimunes orgao-especfficas, afetando mais de 3% da 
populagao mundial. Clinicamente, sao divididas em dois tipos principals: hiperfungao glandular, como na doenga de Graves, e 
hipofungao glandular, como na doenga de Hashimoto. Caracterizam-se pela presenga de autoanticorpos da classe IgG contra a 
tireoglobulina (TG ou TGB), a peroxidase [ou peroxidase da tireoide, ou microssomal (TPO)] e a globulina ligadora de tiroxina 
(TBG); e, mais especificamente para o caso da doenga de Graves, pela presenga de anticorpos contra os receptores de TSH 
(TRAB). 

Doenga de Graves (hipertireoidismo) 

Caracteriza-se por um estado hipermetabolico da tireoide com nfveis elevados de T3 e T4 livres, por um mecanismo 
imunomediado. Foi descrita em 1835 por Robert Graves e constitui a causa mais comum das tireotoxicoses (condigao em que os 
tecidos sao expostos a quantidade excessiva de hormonios da tireoide, resultando em alteragoes metabolicas e funcionais de 
muitos orgaos). Caracteriza-se pela presenga de achados clfnicos que incluem: 


• Hipertireoidismo: manifesta-se, principalmente, com palpitacoes, pulso rapido, fadiga, fraqueza muscular, perda de peso com 
bom apetite, diarreia, intolerancia ao calor, pele quente, transpiragao excessiva, instabilidade emocional, alteragoes 
menstruais e tremor fino nas maos 

• Exoftalmo: presente em 20 a 40% dos pacientes com a doenga de Graves, consiste na protrusao do globo ocular, edema 
periorbital e retragao palpebral. Nos tecidos retro-orbitarios observam-se infiltrados de linfocitos, mastocitos e plasmocitos 

• Dermatopatia infiltrativa ou mixedema pre-tibial: consiste nas lesoes cutaneas que se apresentam com a aparencia de casca de 
laranja, nas quais podem ser observadas infiltragoes linfocitarias e deposigao de mucopolissacarideos 

• Hipertrofia e hiperplasia do parenquima tireoidiano: resultam em aumento difuso da glandula tireoide (bocio). A infiltragao de 
linfocitos indica a natureza autoimune desse processo. 

A doenga de Graves e cerca de 7 a 10 vezes mais comum em mulheres, com prevalencia de cerca de 2%, e mais 
frequentemente na faixa etaria entre 20 e 50 anos. A doenga intercala periodos de remissao e de exacerbagao. 

Fatores geneticos sao importantes, podendo ser observados cerca de 60% de concordancia entre os gemeos homozigotos. 
Observa-se associagao com HLA B8 e DR3 em caucasianos e HLA B35 e HLABw46 em populagoes asiaticas, como japoneses 
e Chineses, respectivamente. 

Os anticorpos que podem ser detectados no plasma de um paciente com a doenga de Graves incluem o anti-TPO, em 75% 
dos casos, o anti-TGB e o TRAB, em 90%, o qual esta envolvido diretamente na patogenese da doenga de Graves. Anticorpos 
antirreceptores do TSH podem ser de varios tipos e reagir com diferentes epitopos do TSH-R, atuando, assim, de forma 
diferente sobre a glandula tireoide (Figura 24.2): 

• Antirreceptor do TSH ou imunoglobulina estimulante da tireoide (TSI): ao se ligar ao TSH-R, mimetiza a agao do TSH, 
estimulando a liberagao dos hormonios da tireoide. Apos acoplamento, a estimulagao da glandula e continua e descontrolada, 
pois nao ocorre, nesse caso, o mecanismo de retrocontrole (feedback) negativo. A liberagao excessiva dos hormonios da 
tireoide leva o paciente ao estado de hipertireoidismo. Esses anticorpos estao presentes em 90% dos casos da doenga de 
Graves. Nas gestantes doentes, os anticorpos anti-TSH-R, por serem da classe IgG, atravessam a barreira placentaria 
produzindo a doenga de Graves neonatal em seus recem-nascidos 

• Imunoglobulina estimuladora do crescimento tireoidiano: tambem dirigida contra o receptor do TSH, tem sido implicada na 
proliferagao do epitelio folicular da tireoide, originando aumento difuso da glandula 

• Imunoglobulinas inibidoras da ligagao do TSH ou anticorpos bloqueadores: o anti-TSH-R pode tambem ter um efeito oposto 
ao da estimulagao da glandula tireoide, ligando-se ao TSH-R e bloqueando a ligagao do TSH ao seu receptor. Alguns 
pacientes com a doenga de Graves podem apresentar transitoriamente esse anticorpo, denominado anticorpo bloqueador da 
ligagao da tireotrofina, o qual explica o hipotireoidismo em alguns pacientes com a doenga de Graves. Esses anticoipos 
diferem dos demais anti-TSH-R por reagirem com epitopos diferentes encontrados nos receptores de TSH. 

Doenga de Hashimoto (hipotireoidismo) 

A tireoidite de Hashimoto ou tireoidite linfocitica cronica caracteriza-se por uma insuficiencia gradativa da glandula tireoide 
decorrente da destruigao da arquitetura folicular normal da tireoide, com intensa infiltragao linfocitaria e fibrose, tipica de uma 
reagao autoimune celular. 

A primeira descrigao foi feita em 1912, por Hakaru Hashimoto, e consistia em uma glandula de um paciente com bocio 
apresentando intensa infiltragao linfocitaria a histologia. Na tireoidite de Hashimoto, um defeito nas celulas T que reconhecem 
os antigenos processados da tireoide associados a alguns tipos de HLA resulta em uma resposta imune contra varios antigenos 
tireoidianos. Assim, celulas T autorreativas e celulas B que secretam uma variedade de anticorpos antitireoide podem ativar a 
citotoxicidade dependente de anticorpo e a fixagao do complemento. A destruigao das celulas tireoidianas decorre das celulas T 
citotoxicas CD8+ e das celulas T CD4+, que produzem uma reagao inflamatoria com recrutamento e ativagao de macrofagos. 
Como consequencia, verificam-se danos aos foliculos, seguidos de redugao de celulas epiteliais da tireoide e substituigao por 
celulas mononucleares e fibrose (ver Figura 24.2). 
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Figura 24.2 Possiveis mecanismos imunes efetores que alteram/destroem a glandula tireoide. O mecanismo imunopatologico envolve 
tanto a citotoxicidade direta pelos linfocitos T citotoxicos (A), quanto a citotoxicidade mediada por anticorpo (ADCC; B). A lise das 
celulas tireoidianas pode ser mediada pela agao do complemento (C). Os varios tipos de anticorpo antirreceptor de TSH (TSH-R) 
podem atuar de diferentes maneiras, causando: bloqueio da ligagao do TSH ao seu receptor (D); estimulagao do TSH-R por anti-TSH- 
R com produgao excessiva de hormonios da tireoide (E); e possivel crescimento das celulas do epitelio folicular por agao dos 
anticorpos anti-TSH-R (F). 

Manifestagoes clmicas principals incluem fadiga, letargia, intolerancia ao frio, bradicardia, irregularidade menstrual, 
constipagao intestinal, aumento de peso, pele seca, edema, reflexo lento, diminuigao da capacidade de concentragao e depressao. 
Ocorre um aumento indolor e difuso da glandula tireoide, que pode variar de nao palpavel ate duas a tres vezes o seu tamanho 
normal. 

Alguns pacientes podem passar transitoriamente por tireotoxicose, situagao conhecida como hashitoxicose, que resulta em 
concentragao elevada de T3 e T4, com concentragao de TSH diminuida pela presenga de anticorpos anti-TSH-R do tipo TSI 
(estimulante). Com a destruigao continua da glandula, gradualmente desenvolve-se o hipotireoidismo e, laboratorialmente, 
observa-se diminuigao da concentragao serica de T3 e T4, seguido de aumento de TSH como mecanismo de compensagao. 

A doenga de Hashimoto e a mais frequente entre todas as doengas autoimunes da tireoide, atingindo de 2 a 4% da 
populagao. A maior incidencia e observada entre individuos de 30 a 50 anos, sendo por volta de 4 a 7 vezes mais frequente em 
mulheres. 

A predisposigao genetica e claramente evidenciada pela concordancia de 30 a 60% em gemeos homozigotos e pela alta 
incidencia de autoanticorpos contra a tireoide em parentes de individuos afetados. A associagao dessa afecgao com varios loci 
geneticos sugere uma base poligenica. 

Entre os pacientes com hipotireoidismo, a presenga de autoanticorpos contra a tireoide define os casos de doenga de 
Hashimoto. Nesses pacientes, os anticorpos anti-TPO sao detectados em 95% dos casos, enquanto o anti-TG e encontrado em 
60%. Em cerca de 40% dos pacientes sao observados os anticorpos anti-TSH-R, do tipo bloqueador. Os autoanticorpos das 
tireoidites autoimunes sao pouco especificos, podendo ser encontrados tambem na populagao normal, em 5% das criangas e em 
40% dos idosos. 

Associagao das tireoidites autoimunes com outras doengas autoimunes 

Nos pacientes com doengas autoimunes da tireoide, como a doenga de Hashimoto e a doenga de Graves, verificam-se tambem 
uma maior prevalencia de outras doengas autoimunes, como o diabetes do tipo 1, miastenia gravis, gastrite atrofica, anemia 




perniciosa, esclerose sistemica e slndrome de Sjogren. 


Autoanticorpos nas doengas autoimunes da tireoide 

Tanto os anticorpos anti-TPO quanto os antitireoglobulina nao estao diretamente implicados na patogenese das tireoidites 
autoimunes. Entretanto, a deteegao dos anticorpos especlficos contra a tireoide constitui o modo mais pratico de diagnostico. 

Anti-TPO 

Sao encontrados em elevados titulos e constitui um dos marcadores mais importantes, tanto para o diagnostico como para 
acompanhamento da doenga. Esses anticorpos ocorrem precocemente nas tireoidites e apresentam melhor correlagao cllnica nao 
so com a doenga, mas tambem com altos nlveis sericos de tireotrofina, quando comparados com os anticorpos 
antitireoglobulina. Os anti-TPO, conhecidos anteriormente como antiantigeno microssomal da tireoide, podem ser dosados pelo 
metodo ELISA, utilizando-se antigenos recombinantes, com elevada sensibilidade e especificidade. 

Antitireoglobulina 

Os anticorpos antitireoglobulina (anti-TG) sao encontrados em cerca de 60% dos pacientes com a doenga de Hashimoto e em 
40% com a doenca de Graves, e podem ser demonstrados por ELISA, com alta sensibilidade. 

TRAB 

A deteegao de anticorpos antirreceptor de TSH e util para o monitoramento do tratamento de pacientes com a doenga de Graves 
e como preditivo do risco do recem-nascido em apresentar disfungao tireoidiana quando nascido de mae afetada. Podem ser 
dosados por imunoensaios baseados na competigao entre os anticorpos e o TSH pelo receptor do TSH. Esses anticorpos estao 
diretamente associados a patogenese das doengas autoimunes da tireoide, sobretudo na doenga de Graves, como dito 
anteriormente. 

■ Doenga autoimune do figado 

Entre as doengas autoimunes do figado, a hepatite autoimune (HAI), a cirrose biliar primaria (CBP) e a colangite esclerosante 
primaria (CEP) sao as mais representativas. Laboratorialmente, caracterizam-se por apresentarem hipergamaglobulinemia e uma 
variedade de autoanticorpos contra antigenos teciduais. 

O diagnostico dessas doengas nao e facil, pois outras condigoes podem mimetizar essas patologias, como drogas e produtos 
qulmicos hepatotoxicos. 

Hepatite autoimune 

E uma doenga inflamatoria do figado muito semelhante, cllnica e histologicamente, a outras doengas hepaticas. A causa da 
inflamagao cronica nao e bem esclarecida e, histologicamente, caracteriza-se por hepatite de interface, com infiltrado 
linfoplasmocitario, hipergamaglobulinemia e presenga de autoanticorpos de diferentes especificidades. Para o diagnostico 
observa-se que a hipergamaglobulinemia e policlonal, com elevados nlveis de imunoglobulina G. Alem disso, graus variados de 
disfungao hepatica podem ser encontrados, com hiperbilirrubinemia, alargamento do tempo de protrombina e 
hipoalbuminemia. 8 Informagoes atualizadas podem ser encontradas no site do grupo internacional de hepatite autoimune (The 
International Autoimmune Hepatitis Group). 9 

A HAI apresenta uma distribuigao mundial, mas pode variar entre diferentes regioes. Na Europa, a sua incidencia e de 
cerca de 2 casos por 100.000 indivlduos/ano; nos EUA corresponde alia 23% de todos os casos de hepatite cronica. 10 No 
Brasil, a HAI tem evolugao insidiosa (lenta e progressiva, de semanas a meses), associada a astenia. A alta frequencia de cirrose 
estabelecida ja no momento da primeira consulta mostra uma evolugao bastante agressiva em alguns casos. 

Patogenese 

O sistema imune celular exerce um papel central na patogenese das hepatites autoimunes. A participagao de linfocitos T CD4+ 
e fundamental, mas, recentemente, admite-se que as celulas T CD8+ e celulas Tg§ tambem apresentem papeis importantes na 
patogenese. 

Tem sido relatado que a agressao autoimune se inicia com a quebra de autotolerancia decorrente da lise dos hepatocitos por 
LT CD8+, apos um processo infeccioso, resultando na apresentagao dos autoantlgenos inacesslveis ao sistema imune. Outro 
mecanismo posslvel e o mimetismo molecular, em que os autoantlgenos e agentes exogenos como os microrganismos 


compartilhariam determinantes antigenicos em comum. Dessa maneira, a resposta ao agente externo acaba agredindo o orgao 
que tambem apresenta esse determinante. Em individuos com deficiencia no controle de apoptose, verifica-se ativagao e 
expansao de LT e LB de forma descontrolada. 0 sistema imune, entao, inicia a produgao de autoanticorpos, citocinas pro- 
inflamatorias e reagao de citotoxicidade aos hepatocitos. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico da HAI necessita da exclusao inicial de hepatites de outras etiologias, como as virais e por drogas, e de doengas 
semelhantes, como a doenga de Wilson, hemocromatose genetica, deficiencia de a-1 antitripsina, ciiTose biliar primaria e 
colangite esclerosante primaria. 

Em 2015, foram atualizadas as diretrizes de pratica clinica para HAI, incluindo um sistema diagnostico que foi 
desenvolvido pelo Grupo Internacional de Hepatites Autoimunes (LAIHG, International Autoimmune Hepatitis Group). 10 Esse 
grupo consiste em um comite que estabelece um consenso sobre o diagnostico das HAI, utilizando, como criterios, os dados 
clinicos, histologicos, bioqufmicos e a presenga de uma variedade de autoanticorpos. Assim, o diagnostico da HAI pode ser 
feito com sensibilidade de 97 a 100% e especificidade de 66 a 92%. Alem disto, para o diagnostico sorologico devem-se incluir 
os dados dos testes de IFI para detecgao de anticorpos antinucleo (AAN), antimusculo liso (SMA) e antiantigeno microssomal 
de ffgado e rim (LKM-1). 

As hepatites autoimunes (HAI) podem ser de dois tipos, 1 e 2. Um terceiro tipo tem sido proposto, mas somente os dois 
primeiros apresentam fenotipos clinicos distintos. Apesar disso, nao ha uma diferenga significativa na estrategia de 
monitoramento da doenga e, por isso, nao tem sido consideradas como entidades separadas pelo IAIHG. 10 

TIPO 1 

E o mais comum, correspondendo a 80% de todos os casos de HAI no mundo, sobretudo em mulheres (78%). Caracteriza-se 
pela presenga de anticorpos antinucleo (AAN ou FAN) e/ou antimusculo liso (SMA, smooth muscle antibody). Em cerca de 
10% dos pacientes podem ainda ocorrer outros autoanticorpos, como aqueles contra antigenos soluveis do figado/autoanticorpos 
contra antigenos do figado e pancreas (anti-SLA/LP). 

O antigeno implicado na patogenese das HAI do tipo 1 e o receptor de asialoglicoproteina (ASGP-R), detectado em mais 
de 90% desses pacientes. O fator genetico e observado pela associagao com HLA DR3 e DR4. No Brasil, tem sido associado ao 
HLA DRB 1*1301. A coexistencia da HAI do tipo 1 com outras doengas autoimunes e frequente (38%), principalmente com as 
tireoidites autoimunes, sinovites e colite ulcerativa. 

TIPO 2 

Caracterizado pela presenga de autoanticorpos contra antigeno microssomal de figado e rim do tipo 1 (anti-LKM-1), que e 
envolvido na patogenese e/ou anticitosol 1 do figado. Esse tipo de HAI e menos frequente que o tipo 1 (2 a 5%) e acomete mais 
criangas. O fator genetico na HAI tipo 2 e pouco definido devido a baixa prevalencia dessa afecgao em diversas regioes. No 
Brasil, tem sido descrita associagao com o HLA DRB1*7. A coexistencia com outras doengas autoimunes e frequente, 
principalmente o diabetes tipo 1, vitiligo e tireoidites autoimunes. A presenga na HAI do tipo 2 de outros autoanticorpos orgao- 
especificos e comum, entre os quais anticorpos anticelulas parietais, anti-ilhotas de Langerhans e antitireoide. O autoantigeno, 
cujo epitopo-alvo e identificado como citocromo mono-oxigenase (CYP2D6), e alvo dos anticorpos anti-LKM-1 e apresenta 
reatividade cruzada com alguns soros de pacientes com infecgoes virais, sobretudo o virus da hepatite C, por apresentarem 
epitopos de sequencias homologas entre si. 

Autoanticorpos 

Os autoanticorpos nas HAI nao sao exclusivos dessa patologia. Os anticorpos AAN, SMA, ASGP-R e LKM-1, apesar de 
fazerem parte do criterio de diagnostico, sao tambem encontrados nas hepatites A, B ou C e nas infecgoes por Epstein-Barr 
virus. 

As tecnicas empregadas para a detecgao dos autoanticorpos nas HAI sao baseadas nos testes de IFI. Utiliza-se como fonte 
de antigeno um substrato multiorgao, ou seja, corte de tres fragmentos de orgaos obtidos de um roedor, em geral rato, montados 
de forma que os blocos de figado e de rim sejam envoltos em tira de estomago. Esse conjunto deve ser lentamente congelado 
em vapor de nitrogenio liquido, seguido da realizagao de cortes com espessuras de 4 a 5 mm, que sao fixados em lamina de 
vidro, na qual sera feita a reagao de IFI. A padronizagao detalhada da tecnica, a leitura e a interpretagao dos resultados podem 
ser observadas nos trabalhos de Vergani et al., 2004. 11 Os tres tecidos sao observados ao microscopio, com o menor aumento 
(objetiva de lOx), observando-se, em seguida, detalhadamente, em aumentos maiores. As laminas contendo as montagens sao 


de procedencia estrangeira e comercialmente disponfveis. 

Alguns autoanticorpos podem ser detectados por imunoensaios, com a utilizagao de antfgenos recombinantes, como o 
citocromo P4502D6 e 2-oxo-desidrogenase acida, associados respectivamente ao LKM-1 e ao AMA. 

Segundo Czaja 12 - 13 , os anticorpos importantes na HAI podem ser classificados como repertorio padrao, repertorio 
suplementar e repertorio nao padrao (Tabela 24.2). 

ANA 

A detecgao e a quantificagao de anticorpos antinucleo (ANA ou FAN) devem ser feitas por IFI, utilizando-se, 
preferencialmente, laminas contendo culturas de celulas FiEp2, disponfveis comercialmente no nosso mercado. Recomenda-se 
adotar os criterios estabelecidos no IV Consenso Brasileiro para pesquisa de autoanticorpos em celulas HEp-2 14 e no Relatorio 
do Primeiro Consenso Intemacional sobre Nomenclatura Padronizada de Anticorpos Antinucleares HEp-2 (2014-2015) 15 , para a 
definigao dos padroes de IFI e para a sua interpretagao clfnica (ver Capftulo 25). 

ANA e/ou SMA positivos sao encontrados em cerca de 80% dos pacientes com HAI. ANA no corte de ffgado e observado 
como padrao homogeneo e pontilhado grosso ou fino, em pacientes com HAI. Ja nas celulas HEp2, o padrao homogeneo e 
predominante, sendo raros os padroes pontilhado citados. No padrao homogeneo, os principals anticorpos detectados sao contra 
cromatina e histona. Outros padroes de FAN podem tambem ser observados, mas sem correlagao clfnica importante. 


Tabela 24.2 Autoanticorpos associados ao HAI e antlgenos-alvo. 

Repertorio padrao 

Autoanticorpos contra 

Antigeno ou epitopo-alvo 


ANA 

Centromero 



Ribonucleoprotelna 


SMA 

Actina, tubulina, vimentina, desmina, 

esqueletina 


Antimicrossomal de flgado e rim 

CYP2D6 

Repertorio 

P-ANCA 

Lamina da membrana nuclear (posslvel) 

suplementar 

IgA antiendomisio 

Endomlsio do esofago 

Repertorio nao 

Antiactina 

Microfilamentos 

padrao 

Antiantlgeno soluvel do flgado/flgado e 

pancreas 

Complexo de ribonucleoprotelnas 


Antirreceptor de asialoglicoprotelnas 

Asialoglicoprotelna 


Anticromatina 

Cromatina 


Anticitosol do flgado tipo 1 

Ciclodeaminase formiminotransferase 


Adaptada de Czaja, 2005. 12 ’ 13 


ANTI-SMA 

O anticorpo antimusculo liso cora a parede de vasos das arterias nos tres tecidos, a camada muscular do estomago e o eixo 
vascular da lamina propria da mucosa gastrica. O rim mostra os padroes nos vasos (V), glomerulos (G) e tubulos (T), todos eles 
relacionados com actina F. Nas HAI do tipo 1, 80% dos pacientes apresentam anticorpos antiactina e 20% somente os 
anticorpos anti-SMA. 

ANTI-LKM-1 

A presenga dos anticorpos antimicrossomais de ffgado e rim tipo lea ausencia de FAN caracterizam a HAI-2. Os anticorpos 
anti-FKM-1 podem ser detectados pela tecnica de IFI em cortes de ffgado e rim de rato em que se observam, no ffgado, uma 



forte fluorescencia no citoplasma de celulas hepaticas, e, no rim, uma fluorescencia intensa e difusa na porgao P3 do tubulo 
renal, nao corando as celulas gastricas. 

O anti-LKM-1 e encontrado tambem em casos de hepatite C cronica, porem, e diferente daquele encontrado na HAI, 
porque os anticorpos reagem com epftopos diferentes. 

P-ANCA 

Os anticorpos anticitoplasma de neutrofilos padrao perinuclear podem ocorrer em 50 a 96% dos pacientes e em altos titulos na 
HAI tipo 1, estando, paradoxalmente, ausentes na HAI tipo 2. 

Outros autoanticorpos, como os antiendomisio (EMA) da classe IgA, marcador de doenca celfaca, podem ocorrer 
concomitantemente, ja que essa doenca pode coexistir com a HAI. 

Cirrose biliar primaria 

E uma doenga hepatica colestatica cronica, autoimune e de causa desconhecida, caracterizada pela destruigao progressiva dos 
ductos biliares intra-hepaticos por processo inflamatorio nao supurativo e cicatrizes portais que podem levar, em alguns 
pacientes, a cirrose e falha na fungao hepatica, apos muitos anos. A prevalencia da CBP e bastante variavel em diferentes pafses, 
indo de 40 a 400 por milhao, sendo mais alta na regiao norte da Europa. 

Ocorre predominantemente em mulheres de meia-idade, com relagao mulheres/homens de 6 a 10:1. O figado apresenta 
infiltragao de LT e anticorpo antimitocondria (AMA) na circulagao em 95% dos pacientes. 

O fator genetico e evidenciado pela alta concordancia de 63% entre os gemeos homozigotos, sendo tambem mais frequente 
em parentes do primeiro grau. Entretanto, nao se observa associagao especffica significativa com alelos do HLA. 

Patogenese 

O mimetismo molecular tem sido proposto como o evento inicial para a autoimunidade, sugerindo-se como agentes causadores 
virus, bacterias e substancias quimicas do ambiente ou encontradas em alimentos. 

Evidencias de um processo autoimune podem ser notadas pela expressao aberrante do MHC de classe II, pelas celulas 
epitebais dos ductos biliares e pelos infiltrados de LT CD4+. LT CD8+, NK e LB especificas em torno desse ducto. O ataque 
autoimune e direcionado ao epitelio biliar, com alta especificidade, apesar das proteinas mitocondriais estarem presentes em 
todas as celulas nucleadas. 

Aspectos cli'nicos 

O inicio e insidioso, podendo ser assintomatico por muitos anos. Cerca de 50 a 60% dos pacientes sao assintomaticos no 
momento do diagnostico. Fadiga, prurido e desconforto abdominal sao os sintomas mais comuns. 

A fadiga e encontrada em 78% dos pacientes, mas sem correlagao com a gravidade da doenga, constituindo causa 
significativa de incapacidade fisica. Apesar disso, nao se dispoe de terapia eficaz. 

O prurido pode ocorrer em 20 a 70% dos pacientes em qualquer estagio, de forma localizada ou difusa, sendo a maior 
causa de desconforto para o paciente. Nao se conhece a causa do prurido, mas parece estar associado ao opioide endogeno. 

Apos anos, desenvolve-se hepatomegalia tipica em 70% dos pacientes e, mais tarde, a ictericia. Ha descompensagao 
hepatica com cirrose apos cerca de duas ou mais decadas, levando a insuficiencia hepatica que, por sua vez, pode causar a 
morte, salvo se realizado o transplante hepatico. 

A frequencia de carcinoma hepatocelular e elevada entre os pacientes com CBP histologicamente avangada. Outros 
achados comuns sao hiperlipidemia, hipotireoidismo, osteopenia e a coexistencia de outras doengas autoimunes, como sindrome 
de Sjogren e esclerodermia, artrite reumatoide, tireoidites, anemia perniciosa, glomerulonefrite membranosa e doenga celfaca. 

Diagnostico 

E baseado em tres criterios: 

• Presenga de AMA no soro, principalmente contra a subunidade E2 do complexo piruvato desidrogenase 

• Elevagao serica das enzimas hepaticas, principalmente a fosfatase alcalina, por mais de 6 meses, seguido de colesterol e de 
bilirrubinas 

• Achados histologicos sugestivos. 

A presenga de todos os tres criterios anteriores possibilita fazer o diagnostico definitivo e de dois define o diagnostico 
provavel. A necessidade da biopsia hepatica e controversa. Outros defendem a sua realizagao para definir o estagio da doenga e 


para a avaliagao da resposta ao tratamento. Os achados histologicos sao divididos em quatro estagios. Como o figado nao e 
afetado uniformemente, para a dcfinicao do estagio adotam-se os achados mais avancados encontrados no figado daquele 
paciente. 

Autoanticorpos na cirrose biliar primaria 

AMA 

O autoanticorpo mais importante na CBP e o anticorpo antimitocondria (AMA, anti-mitchondrial antibody), presente em 95 a 
99% dos casos, geralmente em altos titulos. Noventa por cento dos individuos assintomaticos que apresentam AMA 
manifestarao, no future, a CBP. 

0 alvo para os anticorpos antimitocondria consiste em quatro antigenos, que sao membros da familia do complexo 2-oxo- 
desidrogenase acida. Ha uma grande homologia entre esses quatro autoantigenos, mas a reatividade principal e dirigida contra a 
subunidade E2 do complexo pimvato desidrogenase (PDC-E2), localizado na matriz mitocondrial interna das celulas do epitelio 
biliar. 

0 AMA pode ser detectado por meio de teste de IFI, com celulas de rim de rato, pois as celulas epiteliais tubulares 
constituem uma rica fonte de mitocondria. O teste de IFI tambem pode ser feito utilizando-se as celulas HEp2, que fornecem um 
padrao citoplasmatico pontilhado reticulado. 

E importante diferenciar os anticorpos antimitocondria dos anti-LKM-1. 0 AMA apresenta uma fraca fluorescencia no 
citoplasma da celula hepatica, mas intensa coloragao em todos os tubulos renais, especialmente nos pequenos tubulos distais, 
alem de corar as celulas parietais gastricas com padrao granular muito intenso. 

Nos imunoensaios, como ELISA, os antigenos recombinantes possibilitam fazer o diagnostico com sensibilidade e valor 
diagnostico altos. Apresentam, tambem, um valor preditivo para o desenvolvimento future da doenga nos 5 a 10 anos seguintes. 

SMA E ANA 

Outros autoanticorpos tambem podem ser detectados, como o antimusculo liso (SMA) em 65% dos pacientes e o fator 
reumatoide, em 70%. 

Autoanticorpos antinucleo podem ser detectados em cerca de 50% dos pacientes com CBP. Dois padroes sao especfficos da 
CBP: tipo pontilhado com pontos isolados ( dots nucleares) e antiglicoprotema gp210 do pore nuclear. Esses padroes, porem, 
nem sempre sao visiveis na imunofluorescencia devido ao padrao citoplasmatico mitocondrial e nuclear que impede a sua 
observagao. Outros padroes como o nuclear pontilhado e nuclear centromerico tambem podem ser observados em alguns 
pacientes, provavelmente devido a superposigao da CBP com outras doengas imunologicas, como a esclerodermia e a smdrome 
de Sjogren. 

Colangite esclerosante primaria 

A CEP e caracterizada pela inflamagao e pela fibrose dos ductos biliares hepaticos e extra-hepaticos. E semelhante a CBP 
pela presenga de fadiga, prurido e altos mveis de fosfatase alcalina. Setenta por cento dos casos apresentam associagao com 
doenga intestinal inflamatoria. Observa-se, tambem, infiltrado linfocitdrio nos ductos biliares, mas os autoanticorpos sao vistos 
em apenas 10% desses pacientes. 

Nessa doenga, o diagnostico laboratorial e muito frustrante, pois nao ha autoanticorpo ou outre marcador sorologico 
relevante. ANA, SMA e p-ANCA sao encontrados em parte dos pacientes, embora estejam presentes tambem na HAI e na CBP. 
Assim, somente a colangiografia pode fazer o diagnostico, e o transplante hepatico e a unica solugao. 

■ Esclerose multipla 

A esclerose multipla (EM) e uma doenga desmielinizante, com episodios de alteragoes neurologicas, lesoes da substancia 
branca, intercalados no tempo por perfodos de remissao de duragao variavel e de novos surtos em espagos distintos, com 
formagao de novas lesoes. 

Na maioria dos pacientes inicia-se como uma smdrome clinica isolada e, destes, 80% irao desenvolver a EM clinicamente 
definida. O curso da doenga e imprevisivel, necessitando de um longo tempo de observagao ou de diagnostico com imagem por 
ressonancia magnetica nuclear seriada. 

As lesoes na EM sao multifocais e podem ocorrer em qualquer parte do sistema nervoso central (SNC). Entretanto, as 
localizagoes podem variar de paciente para paciente, com predommio no nervo optico, substancia branca periventricular do 


cerebro e regiao cervical da medula espinal. 

As placas escleroticas consequentes a destruigao da mielina e de infiltrado de celulas mononucleares ocorrem, 
principalmente, ao longo dos vasos, e podem ser visualizadas na superffcie do tronco encefalico e na medula espinal, onde 
aparecem como placas multiplas, vftreas, pardo-acinzentadas, de formato irregular e bem circunscritas. As celulas inflamatorias, 
encontradas nas placas da EM, sao predominantemente linfocitos T e macrofagos, sendo tambem encontrados os linfocitos B. 

A EM e a mais comum entre todas as doengas desmielinizantes. O infcio da doenga ocorre entre 20 e 40 anos de idade, 
com predommio entre mulheres (2:1). No Brasil, a incidencia anual da EM e de 5 a 20 por 100.000 individuos 16 , sendo a sua 
prevalencia variavel em diferentes rcgioes geograficas. America do Norte e Europa apresentam elevadas taxas (> 100/100.000 
habitantes), o que contrasta com as taxas mais baixas na Asia Oriental e Africa Subsaariana (2/100.000 populagao). Nao se sabe 
o que determina essa diferenga, podendo ser um fator ambiental (tempo de exposigao ao sol) ou genetico. Assim, o 
conhecimento da distribuigao geografica da doenga e seus dados de sobrevivencia favorece melhor compreensao da historia 
natural e a influencia dos fatores endogenos e exogenos da EM. 17 O fator genetico parece ser fundamental, ja que a 
concordancia da doenga entre gemeos homozigotos e de cerca de 30 a 50%. O risco de desenvolver a doenga e 20 a 40 vezes 
mais alto em parentes do primeiro grau em relagao a populagao normal. O HLA DR2 tem sido associado a EM em diferentes 
populagoes, mas outras rcgioes cromossomicas podem tambem estar envolvidas. 

Aspectos clmicos 

A EM apresenta um espectro clinico altamente variavel e de dificil prognostico, definido por sinais e sintomas caracterfsticos, 
como acometimento visual, ataxia, fadiga, incontinencia urinaria, paralisia dos membros inferiores e superiores e outros. 

Apos o episodio inicial, a remielinizagao ocorre, em parte, em virtude dos oligodendrocitos imaturos que conferem 
aparente recuperagao clinica do paciente. A doenga, entretanto, cursa de forma intermitente, intercalando periodos de remissao e 
de novos ataques, acometendo outras areas do SNC. Em parte dos pacientes, contudo, ela pode cursar progressivamente, com 
rapida evolugao. 

Patogenia 

A etiopatogenia da esclerose multipla e ainda pouco conhecida. No entanto, e reconhecida como uma doenga inflamatoria, 
caracterizada pela infiltragao de celulas imunes no sistema nervoso central. O evento inicial consiste na quebra da barreira 
hematoencefalica, seguida de infiltragao perivenular de celulas mononucleares constituida, principalmente, de celulas T 
autorreativas. Estas reconhecem e atacam os componentes da mielina, resultando em rapida destruigao da substancia branca, em 
areas circunscritas de um milimetro a varios centimetros. Nos modelos experimentais da EM, em camundongos, os clones 
autorreativos apresentam o fenotipo Thl, mostrando lesoes caracteristicas de hipersensibilidade do tipo IV; entretanto, 
mecanismo adicional incluindo anticorpos e complemento parece ser necessario para a produgao de placas de desmielinizagao 18 
(Figura 24.3). 

A quebra da barreira hematoencefalica pode tambem possibilitar a passagem para o sistema nervoso central de uma 
populagao restrita de linfocitos B que, ao reconhecerem os autoantfgenos, sao ativados e secretam os anticorpos. Esses 
anticorpos de produgao intratecal, por serem provenientes de um numero limitado de clones de linfocitos B, sao oligoclonais. 
Alguns mecanismos tem sido sugeridos para explicar como ocorre a exposigao dos autoantfgenos ao sistema imune: 

• Infecgao lftica por virus resultando na destruigao de oligodendrocitos e exposigao de autoantfgenos 

• Expressao de antfgeno viral na superffcie de oligodendrocitos e consequente dano celular imunomediado 

• Mimetismo molecular, apontado como o principal fator de reatividade cruzada entre a sequencia homologa dos componentes 
da mielina e agentes ambientais como os virus. 

O mecanismo imunologico na destruigao da mielina e sugerido como decorrente do encontro de celulas do sistema imune 
nas placas de EM, como os linfocitos T (CD4+ e CD8+) e macrofagos, os quais produzem lesoes nos oligodendrocitos, 
envolvendo tambem mecanismos de apoptose. Questiona-se tambem a participagao dos anticorpos no desenvolvimento da 
doenga, ja que sao encontradas imunoglobulinas de produgao intratecal. Imunologicamente, os pacientes exibem uma serie de 
parametros aberrantes como: 

• Produgao local de imunoglobulinas no lfquido cefalorraquidiano (LCR): bandas oligoclonais podem ser detectadas no LCR, 
mas nao no soro do paciente com EM. As imunoglobulinas de produgao intratecal apresentam especificidades variadas 

• Pacientes com EM apresentam uma acentuada reatividade imunologica contra muitos antfgenos, como protefna basica da 
mielina (MBP), antfgeno proteolipfdico (PLP) e glicoprotefna mielfnica oligodendroglial (MOG) 


• Observam-se sinais de deficiencia no mecanismo de supressao imunologica como, por exemplo, a baixa atividade de celulas 
CD8+ e niveis diminuidos de diferentes subpopulagoes de linfocitos 

• As lesoes inflamatorias da EM podem ser reguladas por linfocitos T, mas mecanismo adicional incluindo anticorpos e 
complemento parece ser necessario para a produgao de placas de desmielinizagao. 

Como fator ambiental, a participagao de virus na patogenese da doenga tem sido exaustivamente estudada. Mais de 20 tipos 
diferentes virus tem sido especulados como possiveis cofatores, como, por exemplo: Epstein-Barr virus (EBV), virus do 
sarampo, herpes-virus simples (HSV), virus da parainfluenza tipo 1, virus linfotropico de celulas T humana tipo 1 (HTLV-1), 
herpes-virus humano 6 (HHV-6) e virus varicela-zoster (VVZ). 


Oligodendrocito 



Figura 24.3 Possfvel mecanismo de lesao da mielina na esclerose multipla. 

Diagnostico laboratorial por imagem 

RMN e bandas oligoclonais 

O diagnostico por imagem e feito pela ressonancia magnetica nuclear (RMN) seriada. 

A imunoativagao no sistema nervoso central e observada em 80 a 90% dos pacientes com EM, com bandas oligoclonais 
que consistem em imunoglobulinas de produgao intratecal. Essas bandas podem ser detectadas por eletroforese do LCR, de 
preferencia a eletroforese bidimensional. A quantificagao da taxa de sintese de IgG no SNC pode ser feita dosando-se a IgG e a 
albumina, no LCR e no soro (ver Capitulo 14). 

Exame do LCR 

Apresenta uma leve proteinorraquia e moderada pleocitose, e a quantificagao de proteina basica da mielina liberada em 
consequencia da destruigao da mielina pode ser feita por radioimunoensaio. O nivel raquidiano dessa proteina eleva-se durante 
o ataque agudo ou rapida progressao da doenga, nao sendo encontrado em individuos normais nem em pacientes com EM 
durante o periodo de remissao. 

Primeiro evento desmielinizante sugestivo de EM, anticorpos anti-MOG e anti-MBP tem sido considerados como 
preditivos de esclerose multipla clinicamente definida. A presenga de tais anticorpos foi associada a precocidade com que novos 
eventos de desmielinizagao ocorreram, mostrando uma rapida evolugao para EM clinicamente definida. A ausencia desses 
anticorpos foi associada ao longo periodo (anos) em que os pacientes permanecem livres da doenga ate os eventos que definem 













a EM. 


■ Gastrite autoimune 

A gastrite cronica caracteriza-se pela presenca de processo inflamatorio cronico que resulta nas alteragoes atroficas da mucosa 
gastrica, com perda de glandulas e metaplasia intestinal. A gastrite atrofica e o estagio avancado de processos cronicos, como as 
gastrites associadas pela infeccao por Helicobacter pylori , autoimunidade contra as celulas glandulares gastricas e outros fatores 
ambientais. As causas da gastrite cronica sao variadas e a gastrite autoimune corresponde a uma parcela de apenas 10% dos que 
apresentam a gastrite cronica. 

Dependendo da local izagao da lesao na mucosa gastrica, a gastrite cronica pode ser classificada em dois tipos: tipo A, que 
envolve o fundo e o corpo, mas nao o antro, e tipo B, que envolve o antro, o fundo e o corpo. 

A gastrite do tipo A, que e de origem autoimune, apresenta autoanticorpo contra os componentes das celulas parietais, 
contra o fator intrmseco e contra o receptor de gastrina. Observa-se acloridria, baixa concentracao de pepsinogenio I e alta 
concentracao serica de gastrina, resultado da hiperplasia de celulas produtoras de gastrina. A anemia perniciosa e associada a 
esse tipo de gastrite. 

A gastrite do tipo B, nao autoimune, e geralmente associada a infeccao por Helicobacter pylori e baixa concentragao de 
gastrina devido a destrnicao das celulas produtoras de gastrina (Quadro 24.1). 

Histologicamente, na gastrite autoimune sao observados infiltrados inflamatorios de linfocitos e macrofagos na lamina 
propria, acompanhados de alteragoes degenerativas das celulas parietais e zimogenicas. Nas lesoes avancadas ha uma drastica 
redugao no numero de glandulas gastricas e de celulas parietais, e as celulas zimogenicas praticamente desaparecem. A 
destruigao das glandulas e atrofia da mucosa - a gastrite atrofica - resulta na perda da produgao do acido e a mucosa e 
parcialmente substituida pelas celulas de morfologia intestinal. 


Quadro 24.1 Principals caracterlsticas das gastrites cronicas dos tipos A e B. 

Gastrite cronica tipo A (autoimune) 

Nao ocorre no antro 

Anticelulas parietais 

Antifator intrmseco 

Antirreceptor de gastrina 

Acloridria 

Hipergastrinemia 

Deficiencia de vitamina B12 (anemia megaloblastica) 

Gastrite cronica tipo B (nao autoimune) 

Envolvimento do antro 

Infeccao por Helicobacter pylori 

Hipogastrinemia 


Entretanto, a gastrite atrofica de origem autoimune apresenta relativa ausencia de atrofia glandular no antro e, assim, pode 
apresentar hiperplasia de celulas produtoras de gastrina. A falta ou a diminuigao do acido resulta na hipergastrinemia, por um 
mecanismo de inibigao do feedback que o acido exerce na liberagao da gastrina. 

O fator genetico e importante, pois a ocorrencia dessa doenga ou dos autoanticorpos gastricos em parentes de portadores de 
gastrite autoimune e alta. Os pacientes com a gastrite autoimune, assim como outras gastrites cronicas, tem maior probabilidade 
(2 a 4%) de desenvolver mais tarde o cancer gastrico, quando comparados a populagao normal. A gastrite autoimune 
frequentemente aparece associada a outras doengas autoimunes, como tireoidite de Hashimoto, diabetes do tipo 1 e doenga de 
Addison. 

Patogenese 

A imunopatogenese da gastrite autoimune baseia-se na agressao as celulas parietais por meio da resposta imune do tipo Thl em 
que se observa, nas lesoes recentes da mucosa gastrica, um influxo de celulas T CD4+ e macrofagos. Em modelo animal, o 
inicio do processo autoimune decorre de resposta imune celular patogenica contra o autoantigeno das celulas parietais, a 
subunidade beta da H + /K + ATPase. Essa resposta parece ser regulada por celulas T CD4 + CD25 + , cuja fungao biologica tem, 
recentemente, despertado grande interesse dos pesquisadores como o potencial papel imunorregulador das celulas T na protegao 


contra outras doengas autoimunes. A lesao da mucosa gastrica leva a perda acentuada de celulas parietais, resultando na 
mu dang a funcional significativa da mucosa. 

A gastrite autoimune apresenta, tipicamente, anticorpos contra celulas parietais da mucosa gastrica (anticorpo contra 
protema heterodimerica da membrana das celulas parietais, a enzima produtora de acido, H + /K + ATPase) e contra o fator 
intrinseco. Assim, nos casos mais graves da gastrite autoimune, a falta de produgao do fator intrinseco pela mucosa gastrica leva 
a anemia perniciosa. 

■ Anemia perniciosa 

Descrita pela primeira vez em 1849 por Thomas Addison, o termo anemia perniciosa se aplica apenas as condigoes associadas 
com a gastrite atrofica e e a causa mais comum de deficiencia de vitamina B12. 

A gastrite atrofica e clinicamente silenciosa nos estagios iniciais, mas a perda ou afinamento da mucosa gastrica pode ter se 
iniciado muitos anos antes do desenvolvimento da anemia perniciosa. Cerca de 10% dos individuos com gastrite autoimune 
podem desenvolver anemia perniciosa, apos perlodo de anos. Aproximadamente 1,9% dos individuos maiores de 60 anos de 
idade apresenta anemia perniciosa nao diagnosticada. 

O mecanismo imunopatologico da anemia perniciosa e bem estabelecido e envolve anticorpos anticelulas parietais e 
antifator intrinseco, este ultimo necessario para a absorgao da vitamina B12 (cianocobalamina) e cuja deficiencia resulta na 
anemia megaloblastica. 

Os anticorpos antifator intrinseco podem ser do tipo I, ou seja, de natureza bloqueadora que impede a sua ligagao com a 
vitamina B12; ou do tipo II. ligadora, o qual reage com o complexo fator intrinseco-vitamina B12, impedindo a ligagao do 
complexo aos receptores localizados no ileo (Figura 24.4). 

Na anemia perniciosa, a influencia dos fatores geneticos e importante, visto que existe alta incidencia dessa condigao em 
outros membros da familia. 

Diagnostico laboratorial 

Anticelulas parietais 

O teste mais empregado para a detecgao de anticorpos anticelulas parietais e imunofluorescencia indireta, utilizando-se como 
fonte de antigeno o corte de estomago ou rim de rato ou de camundongo. O padrao de fluorescencia nas celulas parietais e 
citoplasmatico granular, semelhante ao padrao fornecido pelos anticorpos antimitocondria. A distingao entre esses dois 
anticorpos pode ser feita pela comparagao da fluorescencia em cortes de rim de rato. Os anticorpos anticelulas parietais reagem 
com o antigeno lipoproteico das celulas parietais, mas nao com a mitocondria das celulas epiteliais dos tubulos renais, enquanto 
os anticorpos antimitocondria reagem com as mitocondrias dos dois tecidos. 

Na anemia perniciosa, os anticorpos anticelulas parietais podem ser encontrados em 90% dos pacientes. Esses anticorpos 
nao sao exclusivos da gastrite autoimune podendo ser detectados, tambem, em outras doengas, como gastrite atrofica de outras 
origens (60%), tireoidites (30%) e diabetes mellitus (21%). 

Antifator intrinseco 

Os anticorpos antifator intrinseco podem ser encontrados em 75% dos pacientes com anemia perniciosa. Esses anticorpos sao 
altamente especificos para essa doenga, mas podem ser encontrados em uma pequena parcela de pacientes com a doenga de 
Graves e com diabetes do tipo 1. 

■ Miastenia gravis 

A MG e uma doenga neurologica, autoimune, que se caracteriza pela fraqueza muscular (astenia), oscilante na intensidade dos 
sintomas, envolvendo um ou varios grupos musculoesqueleticos, e pela presenga de anticorpos antirreceptores de acetilcolina 
(anti-AChR). A causa da MG e desconhecida, mas o envolvimento desse autoanticorpo na patogenese da doenga e bem 
estabelecido, devido as observagoes de que bloqueia a transmissao neuromuscular. 

A prevalencia da MG, no mundo, e de aproximadamente 150 a 250:1.000.000, com incidencia anual de 8 a 10:1.000.000. 
A razao mulher/homem e em torno de 2:1. 19 O inicio da doenga pode ocorrer em dois picos: entre 20 e 40 anos de idade, com 
maior frequencia de mulheres, e entre 40 e 60 anos, quando a proporgao entre homens e mulheres e semelhante. 

A associagao entre a MG e os fatores geneticos, principalmente o HLA, varia de acordo com a etnia. Em caucasianos, o 
HLA B8 e DR3 estao mais associados aos pacientes que desenvolveram a doenga ainda jovens e o B7 e DR2, aos pacientes cujo 


acometimento se deu em idade mais avancada. 

Cerca de 10% dos pacientes com MG apresentam tambem outras doengas autoimunes, como tireoidites, lupus eritematoso 
sistemico, polimiosite, slndrome de Sjogren, artrite reumatoide e smdrome miastenica de Lambert-Eaton. 



Patogenese 

A resposta celular e a primeira a ser implicada na patogenese da MG, seguida de resposta humoral, cujo principal alvo e o 
receptor de acetilcolina, uma glicoproteina transmembrana localizada na regiao pos-sinaptica dajungao neuromuscular. 

Os anticorpos anti-AChR causam a rcducao no numero de receptores funcionais de acetilcolina nas membranas, 
diminuindo o potencial de contracao das terminagoes musculares, resultando em fraqueza muscular. Ha muitos mecanismos 
envolvidos na redugao de receptores disponiveis de acetilcolina, apos a ligagao dos autoanticorpos (Figura 24.5): 

• Lesao da membrana muscular focal pos-sinaptica mediada por complemento 

• Aceleragao da endocitose e degradagao dos receptores de acetilcolina nas celulas musculares 

• Os anticorpos bloqueiam a ligagao da acetilcolina ao seu receptor. 

Os anticorpos anti-AChR sao altamente especificos e podem ser detectados em 85% dos pacientes com a forma 
generalizada e em 70% com a forma ocular de MG. Contudo, os seus niveis sericos nao se correlacionam com a gravidade da 
doenga. 

Outros anticorpos detectados em menor frequencia podem ocorrer em certos subgrupos que nao apresentam a anti-AChR, 
chamados de soronegativos, como os antimusculo estriado e os antirreceptores da tirosinocinase (MuSK), estes ultimos 
encontrados em 10 a 40% desses pacientes. 


Aspectos clmicos 















A MG apresenta um espectro clfnico muito variavel, sendo classificada em diferentes subgrupos de acordo com a idade do 
infcio da doenga, presenga ou ausencia de anticorpo anti-AChR, gravidade e etiologia da doenga. A forma mais comum e a que 
envolve os musculos dos olhos, resultando em palpebra cafda (ptose) e visao dupla (diplopia), podendo ser, em alguns 
pacientes, as unicas manifestagoes. Em 85% dos casos, a MG pode se tornar uma doenga generalizada: em cerca de 3 anos 
afetando os membros, principalmente as partes proximais, grupos de musculos axiais como os musculos do pescoco e tambem a 
musculatura facial e bulbar, causando perda de expressao facial, dificuldade de fala, de sucgao e de deglutigao. A fraqueza 
muscular e flutuante, aumentando durante o exercicio ffsico e melhorando durante o repouso. 

Nos casos graves, os musculos respiratorios podem apresentar subita piora, com profunda fraqueza muscular podendo 
causar a crise miastenica, uma emergencia neurologica. Nesse caso, o paciente necessita de ventilagao artificial e, raramente, 
pode ser fatal. 

A MG neonatal e transitoria, com duracao de 1 a 3 semanas, causada pela transferencia passiva de IgG anti-anti-AChR de 
mae afetada para o filho. Observam-se nesses recem-nascidos hipotonia, choro fraco, dificuldade respiratoria e outras 
manifestagoes. 

A MG, em geral, apresenta um bom prognostico, com sobrevidza de cerca de 70% em 10 anos e de 63% em 20 anos, em 
virtude do progresso no tratamento, de procedimentos de plasmaferese, timectomia e cuidados intensivos. A MG pode 
apresentar exacerbagao e remissao espontaneas. 
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Figura 24.5 Esquema da jungao neuromuscular na miastenia grave. A. Normal. B. Bloqueio da transmissao neuromuscular pela agao 
dos anticorpos antirreceptores da acetilcolina. A transmissao neuromuscular ocorre ao nfvel das sinapses, entre a terminagao axonal 
(componente pre-sinaptico) e a placa motora (componente pos-sinaptico). A placa motora e uma regiao diferenciada que apresenta 
pregas regulares, o que produz fendas sinapticas secundarias. Os receptores de acetilcolina estao localizados na parte superior 
dessas pregas. Os anticorpos antirreceptores de acetilcolina se ligam nos receptores, bloqueando a transmissao neuromuscular e 
causando a fraqueza muscular. Ocorre ainda a redugao de receptores por endocitose e a degradagao deles, como tambem a lesao da 
membrana muscular pela agao do complemento. 


Associagao com anormalidades do timo 

Nao se conhece ainda qual a relagao existente entre as anormalidades do timo e a MG. Pacientes com a MG apresentam uma 






hiperplasia timica (80%) ou timoma (10 a 15%). Em pacientes jovens, a remogao do timo resulta na rapida melhora de seus 
sintomas. Ja nos pacientes idosos nao se observa associagao com a anormalidade tlmica, nem a timectomia melhora sua 
condigao. 

Histologicamente, o timo apresenta anomalias relativamente especfficas, com foliculos germinativos com regiao central 
mais clara, onde se suspeita que a quebra de tolerancia imunologica tenha ocorrido. 

A administracao de drogas inibidoras de colinesterase ou a plasmaferese resultam em melhora clinica do paciente, mas por 
curto perlodo de tempo. Melhora mais prolongada pode ser obtida com a administracao de imunossupressores ou com a 
remogao do timo. 

Diagnostico 

E baseado na historia e achados clinicos tipicos. A MG pode ser confirmada por ensaios de resposta a farmacos, eletromiografia 
e, laboratorialmente, pela detecgao de anticorpos anti-AChR no soro. 

Anti-AChR 

O radioimunoensaio e considerado o metodo gold standard para a detecgao de anticorpos anti-AChR. Entretanto, os resultados 
devem ser interpretados com cuidado, pois os soros de pacientes com a MG podem apresentar reacao cruzada com algumas 
bacterias ou com herpes-virus simples. 

Cerca de 10 a 20% dos pacientes com MG nao apresentam anticorpos antirreceptores de acetilcolina e, por isso, pertencem 
ao subgrupo denominado soronegativo. Contudo, anticorpos contra MuSK tem sido detectados nesses pacientes que, em geral, 
apresentam a forma localizada da doenga. 

Antimusculo estriado 

Anticorpos contra musculo estriado podem ser detectados por IFI, com positividade de aproximadamente 95% em pacientes 
com timoma e em dois tcrcos dos sem timoma. Contudo, tem pouca especificidade, podendo estar presente em hepatites, 
inf echoes virais e polimiosites, provavelmente devido a reagao cruzada com a actina. 

■ Penfigo 

E uma doenga autoimune, bolhosa, que acomete a pele e as mucosas, caracterizada pela presenga de autoanticorpos contra as 
moleculas de adesao dos queratinocitos. A interagao do autoanticorpo com o antigeno resulta na lise dos sitios de adesao celular 
(acantolise), com perda da capacidade adesiva das celulas dentro da epiderme, separando-as umas das outras, formando 
vesiculas e bolhas. 

O penfigo pertence a um grupo de doengas bolhosas autoimunes que se distinguem entre si de acordo com a diferenga nos 
antigenos-alvo e com a distribuigao desses antigenos em diferentes regioes do corpo e camadas da epiderme. Nesse sentido, o 
penfigo caracteriza-se pela presenga de anticorpos contra os componentes dos desmossomos, as desmogleinas, que sao 
responsaveis pela adesao celular. Quanto a localizagao, ha duas formas basicas de penfigo, a vulgaris e o foliaceo, os quais 
afetam diferentes camadas da pele e podem ou nao afetar as membranas mucosas. 

Tem-se discutido se alguns casos raros, como o penfigo paraneoplasico, sao ou nao uma variante do penfigo. Neles, 
observam-se extensas lesoes mucocutaneas, anticorpos sericos e fixados aos tecidos, alem de uma grande associagao com 
processos neoplasicos linfoides, como leucemia e linfoma, ou, em menor grau, como macroglobulinemia de Waldenstron, 
sarcomas, timomas e doenga de Castleman. 

A prevalencia do penfigo entre mulheres e homens e semelhante e o inicio da doenga ocorre, em geral, apos 50 anos de 
idade. O penfigo mostra uma distribuigao geografica desigual, com taxas de incidencia anuais variando entre menos de 0,76 por 
milhao de habitantes na populagao da Finlandia e 16,1 por milhao em Israel. 2 " 

Penfigo vulgaris 

E o tipo mais comum, responsavel por 80% de todos os casos de penfigo no mundo. No penfigo vulgaris, as lesoes se 
desenvolvem nas camadas imediatamente superiores a camada basal e os autoanticorpos reagem com antigenos de desmogleina 
3. As lesoes envolvem a mucosa, principalmente a oral, onde se apresentam como ulceras persistentes, seguido de 
acometimento da pele, principalmente couro cabeludo, face e locais em que ha fricgao e pressao. 

A bolha superficial facilmente se rompe, produzindo erosoes expostas, sangramento e dor. Quando nao tratada, pode levar 
a descompensagao de fluidos e eletrolitos, sepse e morte. Exame histologico da lesao recente pode ser feito por 


imunofluorescencia direta, na qual se observa deposito de IgG e/ou C3 nos espagos intercelulares, em volta dos queratinocitos. 


Penfigo foliaceo 

E uma doenga menos grave na qual as bolhas ocorrem na camada superficial da epiderme, imediatamente inferior ao estrato 
corneo, e apresenta anticorpos contra a desmogleina 1. Observam-se raros casos de acometimento da membrana mucosa. 

Duas formas de penfigo foliaceo podem ser reconhecidas, e dentro de cada forma ha uma serie de subtipos: a forma 
esporadica, mais comum nos EUA e na Europa, e a forma endemica, conhecida tambem como fogo selvagem ou penfigo 
brasileiro, presente em certas areas rurais do Brasil e em paises em desenvolvimento. Ambas as formas sao clinica e 
histologicamente semelhantes, mas apresentam diferengas epidemiologicas. A endemica acomete populagoes mais jovens e 
pode atingir varios membros de mesma familia. Assim, sugere-se a causa ambiental, como, por exemplo, a participagao de 
inseto vetor. 

Patogenese 

Nao se conhece o mecanismo que da inicio a resposta autoimune no penfigo, mas se sabe que a causa principal e a separagao 
dos queratinocitos que resulta da dissolugao de substancias intercelulares com consequente formagao de bolhas. Os 
autoanticorpos responsaveis estao presentes em 80% dos soros de pacientes durante a doenga ativa e os seus titulos 
correlacionam-se com a atividade da doenga, principalmente se estes forem da classe IgG4. Os anticorpos fixados nos espagos 
intercelulares podem ser encontrados em 90% dos pacientes, a maioria da classe IgG. Anticorpos IgM e IgA tambem podem ser 
encontrados, bem como a fragao C3 do complemento. 

Os autoanticorpos contra desmogleina 1 ou 3 sao patogenicos e, por serem da classe IgG, em sua fase ativa, sao 
passivamente transferidos da mae para o filho, podendo causar uma doenga transitoria em recem-nascidos. 

Diagnostico laboratorial 

O diagnostico se baseia nos dados clinicos, epidemiologicos e sorologicos. Basicamente, a presenga de lesoes bolhosas 
caracterfsticas na pele e nas mucosas e o exame histologico com demonstragao de celulas acantoliticas caracterizam os criterios 
clinicos e histologicos. Imunologicamente, todas as formas de penfigo apresentam anticorpos circulantes que reagem com 
antigeno da superficie dos queratinocitos ou fixados aos tecidos. 

Os anticorpos sericos podem ser detectados por testes de imunofluorescencia indireta utilizando-se cortes de pele como 
fonte de antigeno. Os anticorpos fixados podem ser detectados por imunofluorescencia direta no material de biopsia da pele, em 
que se observa a localizagao do processo. Em ambos os casos, o padrao de fluorescencia assemelha-se a uma rede de pescar 
com coloragao nos espagos intercelulares correspondente aos depositos de IgG. 

Antidesmogleinas 1 e 3 

No ELISA, testes especificos qualitativos contra a desmogleina 1 e a desmogleina 3 podem ser feitos, em geral com alta 
sensibilidade e especificidade. Os testes imunologicos sao essenciais, dado o grande numero de outras condigoes clinicas 
semelhantes que dificultam o diagnostico, como penfigoide bolhoso, penfigoide cicatricial, dermatite herpetiforme e outros. 

■ Sindrome de Goodpasture 

E uma doenga autoimune rara que acomete a membrana basal do glomerulo e do pulmao e se caracteriza por glomerulonefrite 
de rapida progressao e hemorragia pulmonar, podendo levar a morte se o tratamento nao for feito precocemente. 

A presenga de autoanticorpos contra o dominio nao colagenoso da cadeia a-3 do colageno IV e tipica. Esses anticorpos 
depositam-se na membrana basal do rim (anti-GBM, anti-glomerular basic membrane) ou do pulmao e podem ser visualizados, 
no teste de imunofluorescencia de material de biopsia, como depositos. 

A sindrome de Goodpasture foi descrita em 1919 por Ernest Goodpasture e apresenta uma preValencia de 1:1.000.000 de 
individuos/ano, sendo a incidencia discretamente maior em homens com relagao as mulheres. Apresenta dois picos de 
incidencia: um no meio da 3- decada e o outro no final da 5- decada. Observa-se uma predisposigao genetica com associagao ao 
HLADRB1* 1501 e *1502. 

Aspectos clinicos 

As manifestagoes clinicas da sindrome de Goodpasture sao variaveis. A maioria dos pacientes apresenta, inicialmente, sintomas 
respiratorios como hemoptise e tosse. Em seguida, manifestagoes renais, como glomerulonefrite de progressao rapida, em forma 


de crescentes, com edema e hipertensao e rapido progresso para insuficiencia renal cronica. Se o tratamento nao for feito a 
tempo, o paciente passa a necessitar de hemodialise por toda a vida ou, entao, transplante de rim. A troca terapeutica de plasma 
(plasmaferese) e a imunossupressao sao utilizadas com sucesso e podem resultar em sobrevida, durante a fase aguda, de mais de 
90%. Entretanto, essa taxa reduz-se para menos de 50% em 2 anos. Na fase cronica, a mortalidade e bastante elevada. 

A smdrome de Goodpasture mimetiza muitas outras doengas como vasculite sistemica, granulomatose de Wegener, 
poliarterite nodosa, lupus eritematoso sistemico, processos infecciosos e outros. A hemoptise pode tambem ser causada por 
outras doengas, como fistula atrioventricular, embolia pulmonar, hipertensao pulmonar, trombocitopenia, aneurisma aortico, 
doenca pulmonar primaria e bronquite. 

Patogenese 

O mecanismo imunopatologico e a hipersensibilidade de tipo II. Nao se sabe qual o mecanismo que desencadeia a produgao de 
anticorpos antimembrana basal, mas se sugere que uma lesao inicial exponha o antlgeno do colageno (cadeia a-3 de colageno 
tipo IV) ao sistema imune. Esse evento inicial tem sido atribuldo as infecgoes virais, tabagismo e exposigao aos solventes de 
hidrocarbonetos encontrados em tintas e corantes. 

Os autoanticorpos resultantes da resposta imune ligam-se aos antlgenos-alvo e os depositos de imunoglobulinas e 
complemento na membrana basal danificam o colageno e lesam a integridade da membrana. A perda da integridade da 
membrana causa vazamento do sangue e rapida resposta inflamatoria, levando a proteinuria, hematuria e oliguria. O dano na 
membrana basal alveolar resulta em hemorragia pulmonar. 

Diagnostico 

Os exames complementares do pulmao incluem a prova de fungao pulmonar, radiografia, broncoscopia e cultura do lavado 
bronquico. Para os rins, sao feitas dosagens de albumina (aumentada) e creatinina na urina (diminulda), bem como para 
verificar a presenga de celulas dismorficas. 

Anti-GBM 

Os testes de imunofluorescencia indireta podem ser usados para a detecgao de anticorpos anti-GBM glomerular no soro, 
utilizando-se cortes de rim de primatas como fonte de antlgeno. Esse metodo detecta 87% dos pacientes com a smdrome de 
Goodpasture. 

Reagentes para ELISA anti-GBM sao encontrados comercialmente e sao mais sensiveis e especificos que a 
imunofluorescencia indireta. Os antigenos empregados podem ser: antlgeno total ou fragao purificada extraido de membrana 
basal glomerular, ou recombinante, especlfico para a cadeia a-3 do colageno IV. ELISA com antigenos recombinantes tem 
mostrado sensibilidade de 95 a 100% e especificidade variavel, conforme a procedencia do reagente, de 91 a 100%. 

A biopsia renal, deposito linear de IgG em formagao crescente e observado na membrana basal glomerular no teste de 
imunofluorescencia direta. O encontro de autoanticorpos especificos no soro e o deposito linear de imunoglobulinas 
possibilitam fazer o diagnostico definitivo da smdrome de Goodpasture. 
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Capitulo 25 

Doengas Reumaticas Autoimunes Sistemicas 


Alexandre Wagner Silva de Souza, Neusa Pereira da Silva e Luis Eduardo Coelho Andrade 


Introdugao 

Diversas doengas inflamatorias cronicas idiopaticas sao agrupadas sob a designagao de doengas reumaticas autoimunes. Entre 
elas, encontram-se lupus eritematoso sistemico (LES), esclerose sistemica (ES), polimiosite, dermatomiosite, sindrome de 
Sjogren (SSj), sindrome do anticorpo antifosfolipidio, vasculites sistemicas, entre outras. Um dos elementos mais caracterfsticos 
desse grupo de enfermidades e a prcsenga de autoanticorpos circulantes. 

Como um todo, as doengas autoimunes acometem cerca de 7% da populagao mundial, mas a prevalencia individual de cada 
uma delas e bem inferior. De interesse para a reumatologia, a prevalencia da artrite reumatoide oscila entre 0,5 e 1% e a do LES 
entre 0,05 e 0,01%. 

O diagnostico desse grupo de doengas se baseia em criterios diagnosticos que incluem manifestagoes clinicas e exames 
laboratoriais, uma vez que nao ha um agente etiologico conhecido. Muitas das doengas reumaticas autoimunes tem como 
caracterfstica periodos de atividade da doenga nos quais ha exacerbagao de manifestagoes clinicas acompanhadas de alteragoes 
em parametros laboratoriais, e periodos de remissao. 

Os exames laboratoriais especificos solicitados nos casos de suspeita de doenga reumatica autoimune compreendem 
pesquisa e identificagao de autoanticorpos, dosagem do complemento total e fragoes, detecgao de antigenos de 
histocompatibilidade humana, como o HLA-B27, e dosagem e caracterizagao de crioglobulinas. Obviamente, a investigagao 
complementar dessas enfermidades e muito mais abrangente, uma vez que sao condigoes que afetam miiltiplos orgaos, exigindo 
a avaliagao de diversos parametros bioquimicos, hematologicos e de exames de imagem. 

Pesquisa de autoanticorpos 

Autoanticorpos sao imunoglobulinas que reconhecem antigenos presentes nas celulas e nos orgaos do proprio individuo. Varias 
doengas reumaticas autoimunes, como LES, esclerose sistemica, sindrome de Sjogren, artrite reumatoide (AR), doenga mista do 
tecido conjuntivo, polimiosite, sindrome do anticorpo antifosfolipidio e outras, caracterizam-se por apresentar autoanticorpos. E 
importante salientar, entretanto, que a existencia de autoanticoipos, por si, nao caracteriza doenga autoimune. Sua valorizagao 
para diagnostico deve sempre levar em consideragao o quadro clinico do paciente. Quando se utilizam ensaios ultrassensiveis 
em laboratories de pesquisa, observa-se que a maioria dos individuos apresenta autoanticorpos, denominados autoanticorpos 
naturais, que sao polirreativos, apresentam baixos titulos, baixa avidez e sua fungao nao e totalmente conhecida. Em contraste, 
os autoanticorpos presentes em condigoes patologicas apresentam especificidade restrita, titulos elevados e tem alta avidez. 

No laboratorio clinico, os ensaios rotineiros sao, em geral, ajustados para a detecgao de autoanticorpos patologicos. O fato 
de alguns individuos sadios apresentarem positividade na pesquisa de autoanticorpos no laboratorio clinico tem uma explicagao: 
como acontece com a maioria dos fenomenos biologicos, existe uma distribuigao espectral nas caracteristicas de expressao dos 
autoanticorpos naturais. Em conclusao, individuos com condigoes inflamatorias cronicas, e mesmo pessoas higidas, podem 
eventualmente apresentar autoanticorpos circulantes, sem que isso constitua indicio absoluto de doenga, devendo sempre ser 
feita a interpretagao dentro do contexto clinico especifico. 

Entretanto, existem alguns autoanticoipos que apresentam associagao quase que restrita a determinados estados 
patologicos, sendo denominados marcadores de doenga. Como exemplo, podem-se citar os anticorpos antinucleossomo, anti- 





DNA nativo e anti-Sm, que sao biomarcadores especfficos de LES. A ocorrencia desses autoanticoi'pos em concentragoes 
sericas expressivas em indivfduos hfgidos ou em doenga para os quais nao sao especfficos e extremamente improvavel. 

E importante ressaltar que a maior parte dos autoanticorpos pesquisados na rotina clfnica nao tem papel patogenico 
estabelecido, ou seja, nao participa diretamente do mecanismo de doenga. No entanto, sao uteis como auxflio no diagnostico e, 
algumas vezes, no estabelecimento do prognostico e no monitoramento da enfermidade. 

Existem testes para rastreamento e identificagao de cada tipo de autoanticorpo. Os primeiros prestam-se a detectar a 
existencia de autoanticorpos em geral, enquanto os segundos destinam-se a determinar a especificidade deles. Um dos principals 
testes utilizados para rastreamento de autoanticorpos e o teste do fator antinucleo (FAN) por imunofluorescencia indireta. Para 
identificar a especificidade sao empregadas outras tecnicas, como imunodifusao dupla, contraimunoeletroforese, 
hemaglutinagao passiva e uma variedade de ensaios de fase solida, como ensaios de quimiluminescencia (ELISA, enzyme- 
linked immunosorbent assay). 

Anticorpos ou fatores antinucleos 

A tecnica usual para rastreamento de autoanticorpos e a imunofluorescencia indireta (IFI) em celulas HEp-2, em que o soro do 
paciente contem os anticorpos primarios, e o anticorpo secundario, ou conjugado, e uma anti-imunoglobulina humana em geral 
marcada com fluorescefna (Figura 25.1). E possfvel cultivar as celulas HEp-2 e montar o teste in house, porem, ha tambem 
varios kits comerciais de boa qualidade disponfveis. 

O FAN ou a pesquisa de anticorpos antinucleo (ANA) sao as denominagoes tradicionais dadas ao teste de IFI para a 
pesquisa de autoanticorpos que reagem com componentes presentes nao so no nucleo das celulas, mas tambem no nucleolo, na 
membrana nuclear, nas organelas citoplasmaticas e no aparelho mitotico. Atualmente, ha uma forte tendencia para substituir os 
termos ANA e FAN por “pesquisa de anticorpos contra antfgenos intracelulares”. No meio internacional, por orientagao do 
International Consensus on ANA Patterns'’ 2 , cada vez mais se utiliza o termo HEp-2 IFA baseado no acronimo para indirect 
immunofluorescence assay on HEp-2 cells, termo que sera utilizado neste capftulo. Embora no passado diversos substratos 
tenham sido utilizados para esse teste, hoje ha uma padronizagao mundial para o uso das celulas HEp-2, uma linhagem contfnua 
de celulas tumorais de origem humana. 

O teste de HEP-2 fornece tres tipos basicos de informagao: a primeira e presenga ou ausencia de autoanticorpos; a segunda, 
de carater semiquantitativo, diz respeito a concentragao de autoanticorpos no soro, sendo traduzida pelo tftulo, que representa a 
maior diluigao do soro ainda com reagao positiva; ja a terceira informagao e a de que o padrao de fluorescencia apresentado 
pelo soro tem grande relevancia clfnica. A importancia do padrao morfologico e que os varios padroes podem sugerir quais as 
possfveis especificidades de autoanticorpos envolvidas, uma vez que a localizagao dos varios antfgenos dentro da celula e 
bastante caracteristica. Dessa maneira, o padrao de fluorescencia modula a relevancia clfnica de um teste de HEP-2 e sugere as 
proximas etapas da investigagao laboratorial dos autoanticorpos envolvidos (Tabelas 25.1 a 25.3). Os diversos padroes de 
fluorescencia tem sido progressivamente normatizados pelos sucessivos Consensos Brasileiros para Padronizagao dos Laudos 
de FAN-HEp-2, e recentemente foi realizado o I Consenso Internacional de Padroes de Imunofluorescencia de Anticorpos 
Antinucleo (ICAP), que devera contribuir para a padronizagao da interpretagao do exame em nfvel mundial. 

E importante salientar que o padrao de fluorescencia pode sugerir, mas nao determinar em definitivo, a especificidade do 
autoanticorpo em questao. Para isso, e necessario recorrer aos testes de identificagao da especificidade. Entretanto, o 
direcionamento dado pelo padrao de fluorescencia tem grande relevancia no raciocfnio clfnico e mesmo na racionalizagao dos 
exames a serem solicitados na sequencia. 

Alguns padroes sugerem anticorpos associados a um determinado contexto patologico, devendo ser realizada a pesquisa 
especffica para sua caracterizagao. E o caso do padrao nuclear homogeneo com placa metafasica corada, sugestivo de anticorpos 
anti-DNA nativo ou antinucleossomo (Figura 25.2 A), do padrao nuclear pontilhado grosso com a placa metafasica nao corada 
(Figura 25.2 B), que sugere anticorpos anti-Sm ou anti-RNP e do padrao nuclear centromerico (Figura 25.2 C), compatfvel com 
anticorpos contra os antfgenos CENP-A, CENP-B ou CENP-C. Por outro lado alguns padroes abrangem uma diversidade de 
possibilidades, nao permitindo uma definigao preliminar dos possfveis autoanticorpos presentes (Figura 25.2 D). 




Figura 25.1 Representagao esquematica da tecnica de imunofluorescencia indireta. 

Por outro lado, ha padrocs que sugerem autoanticoi'pos sem associagao com um contexto cllnico especlfico e que podem 
ser detectados mesmo em indivlduos higidos, como, por exemplo, os padrocs nuclear de raros pontos nucleares isolados, 
nuclear pontilhado fino denso e citoplasmatico pontilhado polar. 

A present;a ou nao de placa metafasica corada e fundamental na interpretagao do padrao de fluorescencia, uma vez que nela 
estao situados apenas os cromossomos, constituldos de cromatina (DNA e histona) e protemas agregadas a cromatina. Varios 
autoantlgenos de interesse em doengas autoimunes estao firmemente ligados aos cromossomos, como histonas, Scl-70, DFS-75, 
NOR-90 e RNA polimerase I, alem do proprio DNA. Por outro lado, existem antlgenos que se associam ao RNA (mas nao ao 
DNA ou a cromatina), como Sm, Ul-RNA, SS-A/Ro, SS-B/La e Jo-1. Assim, anticorpos contra antlgenos que se associam ao 
RNA nao deverao corar a placa metafasica, enquanto anticorpos contra antlgenos que se associam ao DNA deverao cora-la, 
cada um com seu padrao especlfico. 


Tabela 25.1 Padroes de imunofluorescencia nuclear: especificidades de autoanticorpos e associagoes clinicas. 

Padrao de imunofluorescencia 

Autoantlgenos associados 

Associagoes clinicas 

Homogeneo PM© 

DNA nativo, histona, nucleossomo 

LES idiopatico, LES induzido por farmacos 

Homogeneo periferico PM0 

Envelope nuclear (laminas, gp210, 

p62) 

Diversas condicdes autoimunes e inflamatorias 

cronicas 

Pontilhado fino quase homogeneo 

PM© 

Somatorio de multiplos 

autoantlgenos, inclusive DNA 

nativo, histona, nucleossomo 

Pode nao ter associagao cllnica especlfica, mas 
pode ocorrer com LES, DMTC e outras doengas 

autoimunes sistemicas 

Pontilhado fino sugestivo de SS- 

A/Ro 

PM0 

SS-A/Ro, SS-B/La 

LES, lupus neonatal, ES, slndrome de Sjogren, 

CBP, raramente em indivlduos saudaveis 

Pontilhado fino simples PM0 

Especificidade nao determinada 

Diversas condigoes, inclusive normais 







Pontilhado fino denso PM© 

DFS-75 

Diversas condigoes, inclusive normais; em geral 
nao observado em doengas autoimunes 

sistemicas 

Pontilhado grosso PM0 

Sm, Ul-RNP, U2-RNP 

LES, DMTC 

Pontilhado grosso reticulado 

Ribonucleoprotemas heterogeneas 

Diversas condigoes, inclusive normais 

Pontilhado fino sugestivo de Scl-70 

Topoisomerase I (Scl-70) 

ES forma difusa 

Pontilhado pleomorfico 

PCNA 

LES 

Centromerico 

Protefnas de 140, 80 e 17 kD do 

centromere 

ES limitada, CBP, smdrome de Sjogren 

Pontos isolados (< 10/nucleo) 

p80-coilin 

Diversas condigoes, inclusive normais 

Pontos isolados (> 10/nucleo) 

sp-100 

Diversas condigoes inflamatorias, CBP 


PM©: placa cromossomica metafasica corada; PM0: placa cromossomica metafasica nao corada; DMTC: doenga mista do 
tecido conjuntivo; CBP: cirrose biliar primaria. 


Tabela 25.2 Padroes de imunofluorescencia nucleolar: especificidades de autoanticorpos e associagoes clinicas. 

Padrao de imunofluorescencia 

Autoantigenos associados 

Associagoes clinicas 

Nucleolar homogeneo PM0 

Th/To, nucleolina, especificidades 

nao definidas 

ES, outras condigoes quando em 

tftulos abaixo de 1/640 

Nucleolar pontilhado (PMt com pontos isolados) 

NOR-90, RNA polimerase I 

Diversas condigdes autoimunes, ES 

Aglomerado (PMt ao redor dos cromossomos) 

Fibrilarina, outros 

ES 

Nucleolar homogeneo sobre padrao nuclear 
homogeneo ou pontilhado fino PM0 

PM/Scl 

Superposigao de ES e PM, formas 

primarias de PM ou de ES 


PM0: placa cromossomica metafasica nao corada; PMt: placa metafasica; PM: polimiosite. 


Tabela 25.3 Padroes de imunofluorescencia citoplasmatica: especificidades de autoanticorpos e associagoes 
clinicas. 

Padrao de imunofluorescencia 

Autoantigenos associados 

Associagoes clinicas 

Pontilhado fino ou fino denso 

Diversos, t-RNA-sintetases (Jo-1) 

PM, smdrome antissintetase, 

miscelanea, inclusive normais 

Pontilhado fino denso (dominante) e nucleolar 

(menos proeminente) 

Protefna P ribossomico 

LES, hepatite autoimune 

Pontilhado polar 

Golginas 

Diversas condigdes, inclusive 

normais 

Pontilhado grosso reticulado 

Mitocondria e outros 

CBP, miscelanea, inclusive normais 

Aneis e bastoes ( rods and rings) 

IMPDH2 

Hepatite C sob tratamento com 

ribavirina 




Fibrilar 


Protefnas do citoesqueleto 


Diversas condigoes, inclusive 


normais 

Centriolar Protefnas do centrfolo Diversas condicoes, inclusive 

normais 

CBP: cirrose biliar primaria; IMPDH2: inosina monofosfato desidrogenase 2; PM: polimiosite. 



Figura 25.2 Imunofluorescencia indireta em celulas HEp-2 mostrando padrao nuclear homogeneo, cuja caracterlstica e: placa 
cromossomica corada de forma homogenea e intensa em celulas em anafase e profase (A); padrao nuclear pontilhado grosso com 
placa cromossomica nao corada nas celulas em metafase (B); padrao nuclear centromerico (C); e padrao nucleolar (D). 

O teste de HEP-2 e positivo em diferentes frequences na maioria das condicoes reumaticas autoimunes, mas tambem em 
diversas condicoes inflamatorias cronicas, neoplasias e mesmo em indivfduos hfgidos (Tabela 25.4). 

Em indivfduos sadios, que apresentam resultado positivo no teste de HEP-2, geralmente sao encontrados tftulos baixos ou 
moderados, embora ocasionalmente possam ser observados tftulos altos. Alguns padroes de fluorescencia aparecem 
indiscriminadamente em pacientes com doengas autoimunes, portadores de outras condicoes morbidas, e mesmo em indivfduos 
normais. Entre estes se encontram: diversos padroes citoplasmaticos lineares, padrao citoplasmatico pontilhado polar (aparelho 
de Golgi), padrao nuclear pontilhado fino denso e padrao de pontos nucleares isolados (menos de 10/nucleo). Outros, como o 
padrao nuclear pontilhado grosso e o padrao centromerico, guardam associagao mais estreita com condicoes autoimunes e 
dificilmente sao observados em indivfduos sadios. 

No LES nao tratado e em atividade, o teste de HEP-2 e positivo na maioria dos pacientes. Esse e um dado importante, pois 
a ausencia de HEP-2 positivo e um forte argumento contra o diagnostico dessa doenga. Em indivfduos hfgidos, a frequencia de 
HEP-2 positivo varia conforme as tecnicas utilizadas e a populagao estudada. Tan et al. encontraram uma positividade de 33% 





para o tltulo de 1:40, 13% para o tltulo de 1:80 e 3% para o tltulo de 1:160. Em indivlduos sadios na cidade de Sao Paulo, 
encontrou-se uma frequencia de 12,8% para criangas e adolescentes entre 1 e 20 anos. 4 Frequencia semelhante foi encontrada 
em um estudo com cerca de 1.000 indivlduos sadios de tres grandes cidades do sudeste do pals. 4 Recentemente, um grande 
estudo norte-americano em diversas cidades cobrindo todo EUA mostrou que a frequencia de HEP-2 positivo e maior em 
mulheres e com o aumento da faixa etaria, atingindo 22% de mulheres entre 50 e 60 anos. 5 Esses dados enfatizam a baixa 
especificidade de um resultado de HEP-2 positivo per se e denotam a necessidade do uso judicioso do teste, da intcrpretacao 
integrada do tltulo e do padrao de fluorescencia e da coniplcnicntacao com a pesquisa de autoanticorpos especlficos. 

Diante de um resultado de HEP-2 positivo, deve-se avaliar o significado cllnico do teste e a necessidade de solicitar outros 
exames diagnosticos no contexto cllnico apropriado. Um simples exerclcio de simulacao exemplifica bem esse fato. 
Considerando que a prevalencia estimada do LES na populagao geral seja 0,05% e que a prevalencia de HEP-2 positivo nessa 
mesma populagao seja de 8%, a solicitagao indiscriminada de HEP-2 em 4 mil indivlduos resultaria em 320 resultados 
positivos, dos quais apenas dois indivlduos teriam de fato LES. Dessa maneira, 318 dos 320 resultados seriam falso-negativos. 
Obviamente, esse racioclnio apresenta um vies, uma vez que outras enfermidades tambem cursam com HEP-2 positivo. 
Ademais, nao leva em conta as outras dimcnsoes do teste, como tltulo e padrao de fluorescencia, que contribuem para a 
valorizagao do resultado. Entretanto, ilustra bem o fato de que o teste deve ser solicitado e interpretado de modo criterioso. 


Tabela 25.4 Frequencia de teste de AAN positivo em diversas enfermidades e condigoes inflamatorias cronicas. 

Enfermidade 

Frequencia de FAN positivo (%) 

Lupus discoide 

10 a 40 

LES 

>95 

Lupus induzido por farmacos 

40 a 50 

ES 

80 a 90 

AR 

50 a 60 

AR juvenil 

15 a 40 

Slndrome de Felty 

90 a 95 

SSj primaria 

>90 

SSj secundaria 

50 a 70 

Dermatomiosite/polimiosite 

30 a 50 

Cirrose biliar primaria 

80 a 90 

Infecgoes cronicas 

10 a 50 

Neoplasias 

20 a 30 

Indivlduos sadios 

5 a 13 

Parentes sadios do 1 2 grau de LES 

25 a 50 


Todas essas consideracoes reafirmam a maxima de que um exame laboratorial deve ser valorizado apenas dentro do 
contexto cllnico. O teste de HEP-2 e mesmo os autoanticorpos especlficos nao fazem diagnostico sozinhos, necessitando de 
uma contrapartida cllnica coerente. 

Para triagem do teste de HEP-2, a maior parte dos laboratories cllnicos utiliza a diluigao inicial de 1:80, mas esse valor 
pode variar para mais ou para menos, de acordo com o tipo de microscopio, a intensidade de iluminagao e outras 
particularidades tecnicas. Tltulos de 1:80 e 1:160 sao considerados baixos e aqueles acima de 1:640, altos. Os tltulos de HEP-2 
podem variar ao longo dos meses, mas nao guardam necessariamente correlagao com o grau de atividade da doenga. O padrao 


de fluorescencia tambem pode mudar ao longo do tempo, o que representa apenas uma mudanga no perfil de autoanticorpos 
apresentados pelo paciente. 

Anticorpos anti-DNA nativo 

Sao encontrados quase exclusivamente em pacientes com LES, e considerados biomarcadores especfficos dessa doenga. 
OcoiTem com mais frequencia e em maiores titulos no LES com glomerulonefrite proliferativa em atividade, frequencia 
intermediaria no LES em atividade sem comprometimento renal e em baixa frequencia no LES fora de atividade. E, portanto, 
considerado tambem um marcador de atividade de doenga. 

Os testes mais utilizados para sua deteccao sao a IFI (empregando a Crithidia luciliae como substrato) e ELISA, ou 
quimiluminescencia. Menos comumente, utiliza-se a hemaglutinagao ou imunoprecipitagao (teste de Farr). O teste de IFI em 
Crithidia tem menor sensibilidade, mas grande especificidade para o diagnostico de LES. Ja os testes de ELISA e 
quimiluminescencia possibilitam detecgao tambem de anticorpos de menor avidez e, portanto, tem maior sensibilidade em 
detrimento da especificidade. Usando-se ELISA e quimiluminescencia, pode-se alcancar 1 a 10% de positividade em outras 
doengas reumaticas autoimunes, geralmente em baixos titulos. 

Os testes de ELISA, quimiluminescencia e line blot (ou dot blot ) para pesquisa de anticorpos sao testes indiretos e 
compreendem varias etapas. Inicialmente, na fase de sensibilizagao, o antigeno e imobilizado em fase solida, em geral por 
adsorcao nao covalente a superficie plastica da placa ou da membrana. A seguir, faz-se o bloqueio dos sitios nao ocupados pelo 
antigeno com uma solucao contendo uma proteina irrelevante ao sistema. Os soros de pacientes sao, entao, incubados com o 
antigeno e a ligagao antigeno-anticorpo e detectada empregando-se um anticorpo anti-imunoglobulina humana, geralmente 
isotipo-especffico, conjugado a uma enzima que vai agir sobre a solugao cromogenica adicionada em seguida (Figura 25.3). As 
enzimas mais utilizadas sao a peroxidase e a fosfatase alcalina. Ha varios substrates que podem ser usados com as diferentes 
enzimas, cada um resultando em um composto que absorve luz em um dado comprimento de onda. No caso da 
quimiluminescencia, os conjugados contem compostos que emitem luz mediante reagao quimica especifica. Os leitores de 
placas apresentam filtros para os diferentes comprimentos de onda, sendo apenas necessario selecionar de acordo com o 
substrato empregado. 

Uma importante consideragao com relagao a qualquer teste de ELISA e a necessidade de antigenos com alto grau de 
pureza. No caso de DNA nativo e preciso que nao haja contaminagao com trechos de DNA desnaturado, ou de fita simples, 
pois, nesse caso, as leituras positivas podem ser decorrentes de anticorpos contra DNA desnaturado, sabidamente nao 
especificos. 

De mesmo significado clinico que os anticorpos anti-DNA nativo sao os anticorpos antinucleossomo. Tais autoanticorpos 
reconhecem epitopos supramoleculares da cromatina formados pelo DNA nativo e histonas nao HI (Figura 25.4) e parecem 
corresponder aos anticorpos antigamente detectados pela tecnica das celulas LE. Atualmente, sao pesquisados pela tecnica de 
ELISA com prcparagoes purificadas de nucleossomos, o que apresenta as vantagens de maior sensibilidade e menor 
possibilidade dos erros metodologicos frequentes inerentes a tecnica das celulas LE. Os anticorpos antinucleossomo sao 
biomarcadores especfficos do LES, especialmente quando em ti'tulos moderados ou altos, e tem sensibilidade de cerca de 70%. 
Ademais, os titulos de anticorpos antinucleossomo correlacionam-se com a atividade da doenga, em especial com a nefrite 
lupica. 

Anticorpos contra antigenos nucleares extraiveis 

Diversos antigenos presentes nas celulas podem ser extraidos de tecidos homogeneizados em solugoes salinas. O conhecimento 
de que as moleculas-alvo de autoanticorpos sao evolutivamente conservadas torna possivel que sejam empregados extratos de 
tecidos de vitelo ou coelho como fonte antigenica para a pesquisa desses autoanticorpos. Os antigenos nucleares extraiveis 
(ENA) compreendem, na verdade, varios antigenos celulares extraiveis e nao apenas antigenos nucleares. Historicamente, a 
denominagao ENA refere-se apenas aos antigenos Sm e RNP. Entretanto, varios outros autoantigenos foram posteriormente 
identificados nos extratos salinos celulares, sendo, portanto, considerados ENA lato sensu. A pesquisa de autoanticorpos contra 
os ENA foi originalmente estabelecida pelas tecnicas de imunodifusao dupla e contraimunoeletroforese. Nessas tecnicas, a 
reagao dos autoanticorpos presentes no soro do paciente com os ENA resulta na formagao de linhas de precipitagao. As linhas 
obtidas com o soro do paciente sao comparadas com aquelas obtidas com soros-padrao, de especificidade conhecida, 
possibilitando identificar anticorpos anti-SS-A/Ro, anti-SS-B/La, anti-RNP, anti-Sm, anti-Scl-70 e anti-Jo-1, entre outros 
(Figura 25.5). 




Enzima 




Figura 25.3 Teste imunoenzimatico para detecgao de anticorpos em soro humano. 

Alguns desses autoanticorpos apresentam associagao clinica suficientemente restrita para serem considerados marcadores 
diagnosticos. E o caso dos anticorpos anti-Sm, que ocorrem especificamente no LES, com frequencia de 10 a 15% em 
individuos caucasoides e 30 a 40% em negros. Do mesmo modo, anticorpos anti-Jo-1 e anti-Scl-70 tem associagao clinica 
estreita com polimiosite e esclerose sistemica, respectivamente. Por outro lado, os anticorpos anti-Ul-RNP podem aparecer no 
LES e na doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC), enquanto os anticorpos anti-SS-A/Ro sao encontrados em uma gama 
mais ampla de enfermidades autoimunes. As associates clinicas dos diversos autoanticorpos estao expostas na Tabela 25.5. 

As tecnicas de imunodifusao dupla e contraimunoeletroforese foram os metodos responsaveis pela descoberta desses 
sistemas de autoanticorpos, bem como pelo estabelecimento de suas associates clinicas. Sao metodos artesanais e demorados, 
que detectam apenas anticorpos precipitantes e em concentrates suficientes para produzir uma linha de precipitagao visivel. 
Ademais, sua realizagao e interpretagao requerem mao de obra especializada. Mais recentemente, os anticorpos contra antigenos 
nucleares extraiveis (anti-ENA) tem sido testados por meio de ELISA, quimiluminescencia e hemaglutinagao. Esses testes sao 
mais sensiveis e capazes de detectar anticorpos em baixas concentragoes e de baixa avidez, alem de serem mais faceis de 
executar, podendo ser implementados na maior parte dos laboratories clinicos, e passiveis de automagao. Por isso, ha um grande 
apelo comercial para migragao para os ensaios de ELISA, quimiluminescencia, hemaglutinagao, dot blot, line assay e ensaios 
multiplex (Luminex®). Contudo, e necessario ter cautela, pois as associagoes clinicas dos anticorpos anti-ENA estabelecidas 
pelos ensaios de imunodifusao em gel nem sempre sao mantidas com os ensaios mais sensiveis. Isso e especialmente aplicavel 
quando for baixa a concentragao de autoanticorpos no soro do paciente, verificada nos ensaios de ELISA por meio da densidade 
optica (DO) ou pela leitura de unidades relativas de luz (RLU) nos ensaios de quimiluminescencia. Em outras palavras, um 
resultado positivo em que a DO estiver proxima ao valor de corte (cut off) da reagao tem significado duvidoso, nao sendo 
comparavel a um resultado positivo obtido por imunodifusao dupla. 
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Figura 25.4 Representagao esquematica da estrutura do nucleossomo. 
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Figura 25.5 Identificagao de anticorpos anti-ENA por imunodifusao dupla. 

Anticorpos anticitoplasma de neutrofilos 

A presenga de anticorpos anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) pode ser detectada por IFI ou por ensaios em fase solida 
(ELISA ou quimiluminescencia). O metodo por IFI emprega, como substrato, neutrofilos fixados em etanol. Existem dois 
padroes de fluorescencia principals a serem observados: c-ANCA (citoplasmatico) e p-ANCA (perinuclear). O padrao c-ANCA 
esta geralmente associado a presenga de anticorpos antiproteinase 3 (anti-PR3); ja o padrao p-ANCA, a anticorpos 
antimieloperoxidase (anti-MPO). Dois outros padroes de ANCA tambem podem ser encontrados: c-ANCA atipico, geralmente 
relacionado a anticorpos anti-BPI (bacterial permeability increasing protein ) e o p-ANCA atipico, que se associa a anticoipos 
contra diferentes proteinas, incluindo elastase, catepsina G, lactoferrina e outras. Anticorpos associados ao p-ANCA atipico 
podem ser observados em dermovasculites por farmacos, especialmente pelo propiltiouracila, em hepatite autoimune tipo I, 
retocolite ulcerativa e colangite esclerosante primaria. 


Tabela 25.5 Associates cllnicas de autoanticorpos especfficos. 

Autoanticorpo contra 

Associacao principal 

Associacao secundaria 

DNA nativo 

LES 

Imunobiologicos anti-TNF 







Sm 

LES 

- 

PCNA 

LES 

- 

Proteina P ribossomico 

LES 

Hepatite autoimune 

Nucleossomo 

LES 

Imunobiologicos anti-TNF 

Ul-RNP 

DMTC 

LES, ES, AR 

SS-A/Ro 

SSj 

LES, LE neonatal, ES, PM, CBP 

SS-B/La 

SSj 

LES, LE neonatal 

Jo-1 

PM 

Superposigao PM/ES 

Scl-70 

ES 

- 

Centromere 

ES 

CBP, SSj 

Fibrilarina 

ES 

- 

RNA polimerase I 

ES 

- 

RNA polimerase III 

ES 

- 

Ku 

Superposigao PM/ES 

LES 

PM-Scl 

Superposigao PM/ES 

ES, PM 

ACPA 

AR 

- 


ACPA: anticorpos contra peptldeos citrulinados; AR: artrite reumatoide; PM: poliomisite; CBP: colangite biliar primaria; 
LES: lupus eritematoso sistemico. 


Os antigenos reconhecidos por ANCA sao proteinas que se localizam nos granulos presentes no citoplasma dos neutrofilos 
e nos lisossomos de monocitos. O etanol fixa e permeabiliza as membranas das celulas, possibilitando que a MPO, uma proteina 
cationica presente nos granulos, se desloque para a periferia do nucleo, atralda pela carga negativa dessa organela, dando 
origem, assim, ao padrao p-ANCA. A PR3 nao tem afinidade por cargas negativas, permanecendo nos granulos. A fixagao com 
paraformaldeido, que nao permeabiliza as membranas, resulta apenas no padrao c-ANCA. Portanto, a fixagao com etanol e o 
processo de fixacao empregado para revelar os dois padroes. 

Os anticorpos PR3-ANCA sao considerados marcadores diagnosticos da granulomatose com poliangiite (granulomatose de 
Wegener), ocorrendo em 80 a 90% dos casos com doenca generalizada em atividade e em 40 a 50% daqueles com formas 
localizadas ou com doenga fora de atividade. MPO-ANCA e encontrada em 70% dos pacientes com poliangiite microscopica, 
em ate 50% dos pacientes com granulomatose eosinofflica com poliangiite (sindrome de Churg-Strauss) e em 75 a 80% dos 
pacientes com vasculite renal limitada associada ao ANCA. Alem disso, ate 40% dos pacientes com doenca do anticorpo 
antimembrana basal glomerular tambem apresentam MPO-ANCA. 

A identificacao da especificidade do ANCA e feita por ELISA ou outros ensaios de fase solida. A primeira geragao de 
ELISA para detectar anticorpos anti-MPO e anti-PR3 apresentava baixa sensibilidade para detecgao desses anticorpos em 
decorrencia de altcracoes na conformagao das respectivas moleculas ao se sensibilizar a placa de ELISA. Recentemente, foram 
desenvolvidas a segunda e a terceira geragao de ELISA para a detecgao de MPO-ANCA e de PR3-ANCA com anticorpos de 
captura e moleculas de ancoragem, respectivamente, que levaram a um ganho significativo na sensibilidade em relagao ao 
ELISA de primeira geragao. Atualmente, recomendam-se ambas, IFI e ELISA, para a pesquisa de ANCA em pacientes com 
suspeita de vasculite associada ao ANCA, ja que ate 15% dos pacientes apresentara anticorpos detectaveis em apenas uma das 
tecnicas. 


Anticorpos antifosfolipidios 



Pertencem a uma ampla famflia de autoanticorpos com reatividade para fosfolipfdios de carga negativa e estao associados a 
manifestagoes clfnicas e laboratoriais heterogeneas. Sao frequentemente associados a fenomenos tromboembolicos recoiTentes, 
abortos de repetigao e plaquetopenia. Esses anticorpos sao pesquisados por ELISA, ou outra metodologia de fase solida, e pela 
prova do anticoagulante lupico, metodos que detectam popuI agues diferentes de anticorpos antifosfolipfdios. O metodo de 
ELISA mais tradicional emprega como substrato o fosfolipidio cardiolipina em presenga do cofator serico beta2-glicoproteina I. 
Em geral, sao pesquisados autoanticoi'pos das classes IgG e IgM, segundo calibracao por padroes internacionais. Os resultados 
sao expressos em unidades GPL. para anticorpos anticardiolipina da classe G, e em MPL. para anticorpos da classe M. Nfveis 
entre 10 e 20 unidades sao baixos e de menor relevancia clinica; entre 20 e 80 unidades sao considerados intermediaries e acima 
de 80 unidades, altos. E comum a flutuacao nos nfveis desses anticorpos e ate mesmo sua negativacao, principalmente quando a 
pesquisa e realizada proximo a um evento tromboembolico. Assim, diante da suspeita clinica da sfndrome antifosfolipfdio, 
deve-se considerar a repetigao do exame em outras ocasioes. Anticorpos da classe IgA tambem ocorrem, mas quase sempre 
associados aos outros dois isotipos (IgG ou IgM), motivo pelo qual muito excepcionalmente se justifica a pesquisa de 
anticorpos anticardiolipina da classe IgA. 

Recentemente, tem sido valorizada a pesquisa de anticorpos contra a (32-glicoprotefna I como um marcador adicional da 
sfndrome do anticorpo antifosfolipfdio. Ate 10% dos pacientes com sfndrome antifosfolipfdio podem apresentar apenas 
anticorpos anti-(32-glicoprotefna I. Por outro lado, a pesquisa de anticorpos contra outros fosfolipfdios (fosfatidilserina, 
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol) nao parece trazer beneffcio adicional nem ser vantajosa na pratica clinica cotidiana. 

A pesquisa do anticoagulante lupico evidencia uma populagao de anticorpos antifosfolipfdio diferente. Eles interferem no 
processo de coagulagao in vitro, ocasionando prolongamento de testes fosfolipfdio-dependentes, incluindo o tempo de 
tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de veneno de vfbora de Russel dilufdo ou tempo de coagulagao do Kaolin. O 
teste e realizado em 3 etapas: na triagem (etapa 1) demonstra-se o prolongamento do teste de coagulacao; para excluir a 
possibilidade de deficiencia de fatores da coagulagao (etapa 2), demonstra-se que a mistura com plasma normal nao corrige o 
prolongamento do tempo de coagulagao (haveria corregao caso o problema fosse deficiencia de fator de coagulagao); para 
identificacao do fator inibidor especffico (etapa 3), o teste e corrigido pela incubagao com fosfolipfdios de origem plaquetaria, 
que suplantam a capacidade inibitoria dos autoanticorpos. 

A presenca do anticoagulante lupico e o principal fator de risco para eventos tromboticos arteriais, venosos e manifestagoes 
obstetricas da sfndrome antifosfolipfdio. Anticorpos anticardiolipina e anticorpos anti-(32-glicoprotefna I tambem se associam a 
manifestagoes da sfndrome antifosfolipfdio, especialmente em tftulos moderados a altos. Considerando que cerca de 20 a 30% 
dos pacientes apresentam apenas um dos autoanticoi'pos, seja o anticoagulante lupico, sejam os anticorpos anticardiolipina, 
deve-se ponderar a realizagao de ambos os ensaios, quando necessario. Pacientes triplo-positivos, ou seja, que apresentam 
anticoagulante lupico, anticardiolipina e anti-(32-glicoprotefna I, apresentam maior risco de eventos tromboembolicos venosos 
ou arteriais recorrentes. 

Recentemente, o teste de ELISA para detectar anticorpos contra o complexo fosfatidilserina-protrombina tem se mostrado 
util para a sfndrome antifosfolipfdio, pois esses anticorpos se associam as manifestagoes tromboembolicas e ao anticoagulante 
lupico, sendo considerados os principals anticorpos associados a atividade de anticoagulante lupico. 

Fator reumatoide 


A denominagao “fator reumatoide” (FR) refere-se aos anticorpos que reconhecem epftopos presentes na fragao cristalizavel (Fc) 
da molecula de IgG. A maioria desses anticorpos e da classe M, porem, sao tambem encontrados FR da classe IgG e da classe 
IgA. 

Ate 80% dos casos de artrite reumatoide do adulto (AR) apresentam FR circulante. Na artrite reumatoide juvenil, a 
frequencia de positividade e mais baixa, exceto na forma poliarticular de meninas mais velhas em que a frequencia e semelhante 
a dos adultos. 

O teste mais comumente empregado tem sido, por decadas, a aglutinagao com partfculas de latex revestidas com IgG, daf a 
denominagao “teste do latex”. E um ensaio de execugao simples e rapida. Outras modalidades para pesquisa do FR, raramente 
utilizados atualmente, incluem hemaglutinagao com hemacias de carneiro revestidas com IgG de coelho (teste de Waaler-Rose), 
IFI sobre hemacias ou partfculas de latex revestidas com IgG e ELISA. Apenas o FR da classe IgM e avaliado com tecnicas do 
latex e Waaler-Rose, que sao baseadas no mesmo princfpio: visualizagao de aglutinagao das partfculas (latex ou eritrocitos de 
ovelha) revestidas com o antfgeno, IgG humana ou de coelho, quando o FR (no caso anticorpos IgM anti-IgG) presente no soro 
reage com a IgG. Nos ultimos anos tem predominado, por seu melhor desempenho, os testes de nefelometria e turbidimetria, 




com grande sensibilidade, reprodutibilidade, acuracia e rapidez. Esses testes possibilitam a identificacao das tres classes de 
autoanticorpos, ou seja, o FR das classes IgG, IgM e IgA. 

Imunoglobulinas com atividade de FR estao presentes no soro da maior parte dos individuos, em pequena quantidade e 
com baixa avidez; nesses casos, a pesquisa do FR e negativa ou fracamente reagente. Em determinadas condigoes patologicas, 
surge uma alta concentragao de imunoglobulinas com atividade de FR de alta afinidade. As duas condigoes em que o FR e 
detectado com maior frequencia e em maiores titulos sao a artrite reumatoide e a sindrome de Sjogren. Entretanto, o FR e 
encontrado em frequencia variavel em um grande numero de outras condigoes morbidas (Tabela 25.6). Portanto, a 
especificidade e o valor preditivo positivo do FR para o diagnostico de artrite reumatoide sao restritos. 

Anticorpos contra protemas citrulinadas 

Em 1964, Nienhuis e Mandema 6 descreveram um sistema de autoanticorpos, em artrite reumatoide, que reagiam contra granulos 
perinucleares de celulas da mucosa oral humana (Figura 25.6). Esses autoanticorpos foram denominados anticorpos antifator 
perinuclear (APF). Alguns anos mais tarde, em 1979, foi descrito um sistema de autoanticorpos 7 , tambem em artrite reumatoide, 
que reagiam com a camada cornea do esofago de rato, tendo sido erroneamente denominados anticorpos antiqueratina (AKA). 
Ao fim da decada de 1980 foi demonstrado que esses dois sistemas eram relacionados, ambos reconhecendo epitopos da 
proteina filagrina e de seu precursor, profilagrina. Essas protemas desempenham papel na maturagao de celulas epiteliais 
queratinizadas. A pesquisa desses anticorpos e feita por IFI, sendo que para APF sao utilizadas como substrato celulas da 
mucosa oral humana e para AKA, a segao transversal do tergo medio de esofago de rato. O APF tem maior sensibilidade e o 
AKA tem maior especificidade para o diagnostico de artrite reumatoide. Entretanto, APF em titulos iguais ou maiores que 1:80 
tem alta especificidade para diagnostico dessa enfermidade. 

Na decada de 1990, apos intensa investigagao quanto a natureza dos epitopos reconhecidos pelos sistemas APF e AKA, foi 
demonstrado que ambos reconhecem protemas contendo residuos de citrulina, ou seja, protemas citrulinadas. 8 A citrulina e 
resultante da deiminagao da arginina, e tanto a profilagrina como a filagrina contem diversos residuos citrulina. Tomando por 
base essa informagao, a industria de biotecnologia desenvolveu kits de EFISA com multiplos peptideos citrulinados, que 
atualmente estao disponiveis no mercado. Os autoanticorpos detectados sao denominados anticorpos contra protemas 
citrulinadas (ACPA). 


Tabela 25.6 Enfermidades em que o encontro de fator reumatoide e comum. 

Grupo de doengas 

Enfermidades especi'ficas 

Doengas virais 

Hepatite B ou C, mononucleose, influenza, AIDS, pos-vacinagao 

Doengas autoimunes 

AR, FES, ES, polimiosite, dermatomiosite, SSj, crioglobulinemia mista, CBP. hepatite 
autoimune, fibrose pulmonar idiopatica (Harman-Hirsch), doenga mista do tecido 
conjuntivo, vasculites 

Neoplasias 

Principalmente apos irradiagao ou quimioterapia 

Infecgoes bacterianas 

Tuberculose, sifilis, hanseniase, salmonelose, endocardite bacteriana subaguda, 

brucelose, borreliose 

Doengas parasitarias 

Malaria, calazar, esquistossomose, filariose, tripanossomiase 


AR: artrite reumatoide; CBP: cirrose biliar primaria. 





Figura 25.6 Imunofluorescencia indireta em celulas de mucosa oral humana mostrando padrao tfpico de anticorpos antiprofilagrina, 
que apresentam reatividade contra granulos cerato-hialinos presentes no citoplasma. 

As pesquisas tem demonstrado um bom desempenho do sistema filagrina/citrulina para o diagnostico de artrite 
reumatoide. 8 O teste APF tem sensibilidade de 70% e especificidade de 90% para o diagnostico de artrite reumatoide; 
anticorpos AKA tem sensibilidade de 45% e especificidade de 97%; e anticorpos antipeptideos citrulinados, sensibilidade de 
78% e especificidade de 95%. Em relagao ao classico FR (sensibilidade de 74% e especificidade de 65%), esses autoanticorpos 
tem duas vantagens: maior especificidade e aparecimento mais precoce no curso da enfermidade. Esta ultima caracteristica e de 
particular importancia, uma vez que e justamente nas fases precoces da enfermidade, quando as manifestagoes clinicas podem 
ainda nao ser suficientes para uma definigao diagnostica e a terapeutica apropriada tem maiores chances de trazer beneficio 
expressivo sobre o curso da doenca, que o auxilio diagnostico laboratorial e necessario. 

Dosagem do complemento total e fragdes 

O sistema do complemento e constituido por mais de 30 protemas, algumas soluveis no plasma, representadas tanto por 
moleculas capazes de se inserir na bicamada lipidica de celulas-alvo, formando poros e levando a morte celular, quanto por 
moleculas regulatorias que podem ser soluveis ou localizadas na membrana celular, impedindo a lesao de celulas proprias pelo 
complemento homologo. O sistema do complemento e ativado de modo sequencial. Sao bem conhecidas tres vias de ativagao: 
classica, alternativa e a via da lectina ligante de manose. A via classica e ativada por imunocomplexos e celulas apoptoticas, a 
partir de Clq. A via alternativa e ativada pela clivagem espontanea de C3 e pela ligagao de C3b, produto de clivagem de C3, a 
superficie de microrganismos e celulas tumorais. A via da lectina ligante de manose e ativada pela ligagao da lectina com 
residuos de manose presentes na parede celular de microrganismos e, a partir dai, segue os mesmos passos da via classica. As 
tres vias de ativagao convergem para a geragao de uma enzima denominada C3-convertase, principal ponto de amplificagao da 
cascata do complemento. As etapas finais da cascata do complemento levam a formagao do complexo de ataque a membrana 
(MAC). Cada unidade do MAC e constituida por C5b, C6, C7, C8 e varios monomeros de C9 que polimerizam formando um 
poro inserido na bicamada lipidica da membrana, interferindo com a permeabilidade seletiva da celula e resultando na sua Use. 

O estudo clinico do sistema do complemento tem aplicagao nos estados de imunodeficiencia em que se suspeita de 
deficiencia congenita ou adquirida de algum componente do sistema do complemento e nas enfermidades associadas a 
deposigao de imunocomplexos. Nestas ultimas, a medida do consumo do sistema do complemento e relevante para 
monitoramento da atividade da doenga, visto que os imunocomplexos depositados fixam Clq e ativam a via classica do 
complemento. 

Algumas doengas reumaticas autoimunes apresentam importante participagao de imunocomplexos em sua fisiopatologia. 
Entre elas se destacam o lupus eritematoso sistemico, algumas vasculites necrosantes, as crioglobulinemias e algumas formas de 




artrite reumatoide com altos titulos de FR circulante. Assim, o monitoramento do consumo do sistema do complemento e 
importante para auxiliar a dcfinigao dos perfodos de atividade e de remissao, bem como para avaliar a terapeutica 
imunossupressora empregada. A atividade de doenga e acompanhada de consumo dos componentes do complemento, 
resultando em baixos niveis de componentes individuals e do complemento total. Com a remissao da atividade de doenga, esses 
parametros tendem a se normalizar. Em geral, a fracao C2 e a mais sensfvel, sendo, portanto, a primeira a cair e a ultima a se 
normalizar. Deve-se enfatizar, entretanto, que o consumo do sistema do complemento nao e um fenomeno especffico, estando 
presente em uma grande variedade de contextos clinicos que cursem com ativacao expressiva do complemento (Quadro 25.1). 

Quadro 25.1 Condigoes cllnicas associadas a hipocomplementemia. 

Deficit de sfntese: 

• Deficiencias congenitas 

• Insuficiencia hepatica grave 

• Desnutrigao grave 

• Smdrome nefrotica 

• Lupus eritematoso sistemico 
Aumento da degradagao: 

• Doengas autoimunes com participagao de imunocomplexos: 

- Lupus eritematoso sistemico 

- Crioglobulinemia mista 

- Vasculite necrosante sistemica 

- Artrite reumatoide grave 

- Glomerulonefrite pos-estreptococica 

- Glomerulonefrite membranoproliferativa 

- Glomerulonefrite proliferativa idiopatica 

- Glomerulonefrite focal esclerosante 

• Doengas infecciosas: 

- Endocardite bacteriana subaguda 

- Septicemia por pneumococo ou Gram-negativos 

- Viremia (hepatite B, dengue, sarampo) 

- Parasitoses (malaria, babesiose) 

- Shunt atrioventricular infectado 

• Deficiencia de inibidores: 

- Angioedema hereditario (deficiencia de inibidor de Clq) 

- Deficiencia de inativador de C3b 

- Deficiencia do fator H 

Ha testes funcionais em que se mede a atividade litica do complemento e testes quantitativos em que se dosam os seus 
componentes individuals. Os testes funcionais baseiam-se na capacidade de o complemento lisar celulas opsonizadas com 


anticorpos. Geralmente sao utilizadas hemacias de carneiro revestidas de imunoglobulinas especfficas de coelho. Ao se 
acrescentar o soro do paciente, o sistema do complemento presente na amostra vai ser ativado, resultando na lise das hemacias; 
a intensidade da hemolise e proporcional a quantidade e a integridade das protemas do complemento. Essa e a base do teste 
denominado complemento hemolftico total, ou CH50, que avalia toda a via classica. Se houver deficiencia de um linico 
componente da via classica, a atividade hemolitica do complemento estara reduzida. No ensaio CH50, o soro tera tantas U/mf 
quanto for a reciproca da diluigao do soro capaz de hemolisar metade das hemacias presentes na reagao. A faixa da normalidade 
esta em geral entre 170 e 330 U/m/', podendo variar entre diferentes laboratories. Esse ensaio e extremamente util, mas se deve 
ter cuidado, pois o sistema do complemento e composto de diversas enzimas sensiveis e termolabeis. Portanto, o manuseio 
inadequado da amostra (p. ex., manutcncao prolongada em temperatura ambiente e acondicionamento em tubos com impurezas) 
antes da realizagao do teste pode ocasionar inativagao de um ou mais componentes do sistema e resultar em leituras 
espuriamente baixas do complemento. 

Mais recentemente foram desenvolvidos outros sistemas para dosagem da atividade li'tica do complemento total, como por 
exemplo, alguns que utilizam microesferas coloidais revestidas de anticorpo e contendo um sistema cromogenico em seu 
interior. Nesse caso, a lise das esferas pelo sistema do complemento ocasiona extravasamento do sistema cromogenico, podendo 
a reagao ser quantificada em espectrofotometro. Enquanto o sistema hemolitico e geralmente preparado no proprio laboratorio, 
esses novos metodos tem a vantagem de estar disponfveis comercialmente e ser adaptaveis a rotinas automatizadas. 

A determinagao funcional do componente C2 do complemento e realizada pelo mesmo metodo funcional de imuno- 
hemolise que o CH50, sendo acrescentado soro humano depletado exclusivamente de C2 ao sistema de hemacias de cameiro 
revestidas de imunoglobulinas de coelho. No Laboratorio de Imunorreumatologia da Unifesp/EPM, a faixa de normalidade e 
atividade litica igual ou superior a 70% da atividade obtida com um pool de soros normais. 

Ao contrario dos ensaios funcionais liticos, ha testes em que se dosa a presenga fisica de componentes individuais do 
complemento. Em geral, tais testes baseiam-se em ensaios imunologicos nos quais anticorpos contra determinado componente 
do complemento se ligam a este componente, formando imunocomplexos detectaveis por imunodifusao radial, por 
imunoturbidimetria ou por nefelometria. Esses ensaios sao rotineiramente utilizados para dosagem das fragoes Clq, C3 e C4 do 
complemento, e sao aplicaveis as demais fragoes. inclusive aos componentes da via alternativa. 

E importante considerar que todos os testes mencionados podem acusar resultados dentro da faixa da normalidade, mesmo 
que haja consumo do sistema complemento. Isso porque, em algumas circunstancias, o organismo pode sintetizar complemento 
em ritmo suficiente para manter o seu pool dentro da faixa da normalidade. Ademais, como a faixa de normalidade e ampla, 
determinado valor no tergo inferior da faixa da normalidade pode, na verdade, representar consumo para um dado indivfduo 
cujos niveis fisiologicos sejam mais elevados. Duas abordagens tem sido propostas para circunscrever essa situagao: a dosagem 
dos produtos de ativagao do complemento e a dosagem do complexo de ataque a membrana (MAC). Os produtos de clivagem 
das fragoes C3 (C3d) e C4 (C4d) estarao aumentados em toda situagao de ativagao do sistema do complemento 
independentemente da reposigao do pool de complemento e de sua faixa de normalidade. Da mesma maneira, o MAC, formado 
pela combinagao de C5b, C6, C7, C8, C9, representa a expressao final da ativagao do sistema e pode ser quantificado por 
ELISA. 
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Capitulo 26 

Imunologia dosTransplantes 


Fernanda Fernandes Terra, GuilhermeJose Bottura de Barros e Niels Olsen Saraiva Camara 


IntroduQao 

Neste capitulo, sao apresentados alguns dos topicos mais importantes da area de imunologia de transplantes, no qual se estuda a 
compatibilidade de orgaos ou de tecidos entre doador/receptor. Em detalhes, esse campo da imunologia inclui: 

• Genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, major histocompatibility complex) 

• Moleculas MHC ou, em humanos, moleculas do antigeno leucocitario humano (HLA, human leucocyte antigen) 

• Mecanismos imunologicos envolvidos nas reagoes de rejeigao aos enxertos. 

Historico 


O transplante de orgaos constitui, na pratica medica atual, uma forma avangada de terapia destinada a aumentar a sobrevida de 
pacientes com doengas altamente limitantes, como leucemias, linfomas, insuficiencia cardfaca congestiva, insuficiencia renal 
cronica, insuficiencia hepatica, entre outras. 

O primeiro transplante renal em humanos foi realizado em 1933 pelo cirurgiao ucraniano Yuri Voronoy, com a finalidade 
de tratar um paciente portador de insuficiencia renal aguda causada pela intoxicagao por mercurio. Contudo, o receptor morreu 
cerca de 48 h depois. Mais tarde, durante a decada de 1950, foram realizados varios transplantes renais em humanos, mas nao se 
utilizou nenhum medicamento imunossupressor para prevenir possfveis rejeigoes; assim, somente um paciente sobreviveu por 
cerca de 6 meses. 

Em 1952, Jean Dausset, em Paris, descobriu a existencia dos antigenos de histocompatibilidade, por meio de uma serie de 
estudos realizados com soro de pacientes previamente transplantados. Em 1954, ja em Boston, EUA, o medico Joseph Edward 
Murray executou o primeiro transplante renal bemsucedido entre gemeos HLA identicos, com enorme sucesso. 

Na decada de 1960, enfim, os progressos nos testes de histocompatibilidade e na terapia com agentes imunossupressores 
tornaram o transplante renal uma realidade clinica. O uso aprimorado desses agentes (p. ex., prednisona e azatioprina) reduziu 
as complicagoes imunologicas e a taxa de mortalidade pos-transplante. 

Ate 1978, o transplante renal havia progredido para um estagio em que era evidente a sua contribuigao para o tratamento da 
insuficiencia renal, porem, havia muitas duvidas sobre o future dos transplantes de outros orgaos. Felizmente, nesse mesmo ano 
um novo medicamento imunossupressor foi utilizado pela primeira vez em humanos, e com grande sucesso, a ciclosporina. A 
introdugao da ciclosporina revolucionou os transplantes clmicos em todo o mundo, nao somente por possibilitar a execugao de 
um maior numero de procedimentos, mas tambem por aumentar consideravelmente a sobrevida dos pacientes e encorajar o 
procedimento entre a comunidade medica. 

No fim da decada de 1980, a retirada de miiltiplos orgaos foi padronizada, surgiram novos agentes imunossupressores, 
como o tacrolimo e os anticorpos monoclonais humanizados, e foi desenvolvida uma nova solugao de conservagao de orgaos, 
que levou os resultados de transplantes de rim, coragao e ffgado a atingirem sobrevida de 80% em 2 anos. 

Classificacao dos tipos de transplante 


Em geral, os transplantes sao realizados entre indivfduos da mesma especie. Contudo, existem modelos experimentais de 






transplante entre especies diferentes, denominado xenotransplante ou transplante xenogenico. Entre os transplantes realizados 
na clinica com individuos da mesma especie, o alotransplante ou transplante alogenico e o mais comum; quando o doador e 
geneticamente diferente do receptor. 

Pode ocorrer com doadores falecidos ou vivos, aparentados ou nao. Ha ainda o autotransplante ou transplante autologo, no 
qual o enxerto provem do proprio receptor. Sao exemplos a transferencia de pele saudavel para uma regiao com queimaduras e 
a ponte de safena, quando vasos sangumeos saudaveis sao utilizados para substituir o bloqueio das arterias coronarias. Ha, 
ainda, o isotransplante ou transplante isogenico, ou ainda singenico, que cori'cspondc a transferencia de orgaos, tecidos ou 
celulas entre individuos geneticamente identicos, como no caso de gemeos univitelinos ou linhagens isogenicas de animais 
(Figura 26.1). Nos transplantes autologos e nos isogenicos nao existem diferengas antigenicas, por isso, a resposta imune do 
receptor especifico, direcionada a antigenos nao proprios presentes, por exemplo, no enxerto, nao deve ser observada. 

Complexo principal de histocompatibilidade 

Os antigenos responsaveis pela rejeigao de celulas, tecidos ou orgaos geneticamente distintos do receptor sao chamados 
antigenos de histocompatibilidade. Sao codificados por mais de 40 loci , incluindo antigenos menores de histocompatibilidade 
(mHAg, minor histocompatilibity antigens), antigenos ABO e de celulas endoteliais e monocitos. No entanto, o principal alvo 
da resposta imune sao as moleculas do MHC. Descobertos na superficie dos leucocitos, os primeiros produtos genicos ficaram 
conhecidos como antigenos leucocitarios, motivo pelo qual o MHC de humanos e chamado HLA. 

■ Descoberta 

Na metade da decada de 1930, Peter Gorer avaliava linhagens isogenicas de camundongos com o objetivo de identificar 
antigenos do grupo sanguineo. Durante seus estudos, identificou quatro grupos de antigenos, denominados numericamente I a 
IV, expressos na superficie de eritrocitos. Em continuidade a esse trabalho e em colaboragao com George Snell, estabeleceu-se 
que os antigenos codificados pelo grupo II eram responsaveis pela rejeigao de tumores e tecidos saudaveis transplantados. Snell 
denominou-os “genes de histocompatibilidade”, sendo conhecidos como HLA em humanos e H-2 em camundongos. A 
denominagao H-2 para esse complexo de genes faz alusao aos antigenos de grupo sanguineo II. Os trabalhos desses 
pesquisadores deram origem ao conceito de que a rejeigao de um tecido estranho por determinado hospedeiro e o resultado de 
uma resposta imune contra moleculas de superficie celular do enxerto. 

■ Localizacao e fungao do MHC 

O MHC contem mais de 200 genes dispostos ao longo do brago curto do cromossomo 6, em humanos, e do cromossomo 17, em 
camundongos. Esse conjunto de genes apresenta importante papel no sistema imune, influenciando em sua resposta aos 
antigenos. Embora a disposigao genica em humanos e camundongos nao seja exatamente a mesma, em ambos os casos estao 
organizados em regioes que codificam tres classes (I, II e III) de moleculas diferentes (Figura 26.2). Apenas as classes I e II 
codificam glicoproteinas de superficie celular (Figura 26.3) envolvidas na apresentagao de peptideos para os receptores de 
celulas T (TCR); ja a classe III codifica proteinas soliiveis com atividades variadas no sistema imune. 



Autologo Singenico Alogenico Xenogenico 


Figura 26.1 Tipos de transplante. Podem ser classificados de acordo com a origem do material a ser transplantado. No transplante 
autologo, doador e receptor constituem o mesmo individuo; no transplante singenico, doador e receptor sao geneticamente identicos; 



enquanto no transplante alogenico, o doador e geneticamente diferente do receptor. Quando o doador pertence a uma especie 
diferente da do receptor, o transplante e chamado xenogenico. 

Locus do MHC de classe I 

Contem cerca de 20 genes, porem tres deles (HLA-A, -B e -C, em humanos) tem papel fundamental na apresentaqao de 
antlgenos relacionados a rejeipao de transplantes. O produto desses tres loci resulta na expressao de moleculas MHC classe I, as 
quais sao glicoprotelnas expressas em todas as celulas nucleadas formadas pela associacao nao covalente de uma cadeia alfa 
com uma cadeia beta. 

Cada locus do MHC de classe I, HLA-A, -B e -C, codifica uma unica cadeia beta polipeptidica que apresenta tres dominios 
extracelulares (al, a2 e a3), uma regiao transmembrana e uma cauda citoplasmatica que ancora essa protema na bicamada 
lipidica da celula. A cadeia beta (b2-microglobulina), por sua vez, e codificada por um gene no cromossomo 15, fora do 
complexo principal de histocompatibilidade, e e essencial para a expressao das moleculas MHC classe I na superficie celular. 
Os dominios al e a2 formam a fenda, na qual peptideos com tamanho variavel entre 8 e 10 residuos de aminoacidos oriundos do 
citosol se encaixam e podem ser apresentados, principalmente, para as celulas T CD8+ citotoxicas. 

Ha ainda outras moleculas MHC classe I nao classicas (ou moleculas MHC classe lb) codificadas pelos loci HLA-E, -F, -G 
e MIC A e B (do ingles, major histocompatibility complex class I-related chain A and B), as quais sao descritas por 
apresentarem variabilidade e distribuicao tecidual limitadas. Trabalhos recentes atribuem funcoes imunomodulatorias a essas 
moleculas, que desempenham importante papel na imunidade inata e na adaptativa ao interagirem com celulas NK (do ingles, 
natural killer) e celulas T CD8+ citotoxicas, respectivamente.' No transplante, o papel dessas moleculas ainda nao esta bem 
estabelecido; porem, parecem ser relevantes quando ha compatibilidade quanto as moleculas MHC classes I (la) e II. 

Locus do MHC de classe II 

Apresenta cinco loci (HLA-DP, -DN, -DO, -DQ e -DR, em humanos), dos quais HLA-DP, -DQ e -DR codificam glicoproteinas 
denominadas moleculas MHC classe II, expressas constitutivamente em celulas apresentadoras de antlgenos (APC, antigen 
presenting cells), como macrofagos, linfocitos B e celulas dendrfticas. As moleculas MHC classe II sao formadas pela 
associaqao nao covalente de uma cadeia alfa e uma beta, as quais sao codificadas por um unico locus HLA-D (-DP, -DQ ou - 
DR). Cada cadeia apresenta uma porcao transmembrana, uma cauda citoplasmatica e dois dominios extracelulares (al e a2, bl e 
b2). Os dominios al e bl formam uma fenda aberta nas extremidades, na qual peptideos de 13 a 24 aminoacidos, provenientes 
da internalizaqao e degradacao de proteinas, podem se ligar e serem apresentados, especialmente, para as celulas T CD4+ 
helper. 

Locus do MHC de classe III 

Codifica uma serie de proteinas secretadas, sem relaqao funcional ou estrutural com as moleculas MHC classes I e II, que 
apresentam variadas atividades em mecanismos efetores do sistema imune, como componentes do sistema complemento (C4, 
C2 e fator B), citocinas (p. ex., TNF), enzimas e outras moleculas envolvidas no processamento de antlgenos. 
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Figura 26.2 Organizagao genetica do complexo principal de histocompatibilidade em humanos. Mapa genetico no cromossomo 6, 
indicando os principais genes presentes em cada classe (I, II e III). 
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Figura 26.3 Organizagao estrutural das moleculas HLA classes I (A) e II (B). Moleculas HLA classe I sao formadas por uma cadeia 
alfa composta por tres dominios (al, a2 e a3) e uma cadeia beta associada nao covalentemente (b2-microglobulina). As moleculas 
HLA classe II sao heterodimeros formados por uma cadeia alfa e uma beta com estrutura similar. 

■ Heranga 

Os genes que constituem o MHC apresentam baixa taxa de recombinagao, sendo quase sempre herdados dos progenitores em 
conjunto, formando um haplotipo (grupo de genes herdados conjuntamente). Portanto, um indivfduo herda um haplotipo da mae 
e outro do pai (Figura 26.4). Assim, a chance de irmaos nao univitelinos compartilharem dois haplotipos parentais e de 25%, 
compartilharem um dos haplotipos e de 50% e de os haplotipos herdados serem completamente diferentes, 25%. Alem disso, a 
expressao desses genes e codominante, ou seja, produtos proteicos de ambos os genes parentais sao encontrados em uma unica 
celula. Como ha tres loci do MHC de classe I (HLA-A, -B e -C), um unico indivfduo apresenta genes para formar seis 
moleculas MHC classe I diferentes, sendo que todas podem ser expressas na superffcie de celulas nucleadas. De maneira 
semelhante, ha tres loci principais de MHC de classe II em humanos (HLA-DP, DQ e -DR), cada qual codifica duas cadeias (a e 
(3) e serao herdados de ambos os parentais. Adicionalmente, ha mais de um gene funcional de cadeia beta para o HLA-DR e 
suas cadeias alfa e beta podem se associar dentro de um mesmo haplotipo parental ou combinar as cadeias entre os haplotipos 
(um gene de cada progenitor), proporcionando maior variabilidade de moleculas MHC classe II que podem ser encontradas na 
superffcie de APC. 

■ Variabilidade 

Uma caracterfstica do MHC e o alto grau de polimorfismo das moleculas codificadas dentro desse complexo. A presenca de 
varios genes codificando um mesmo produto (poligenia) e a existencia de muitas formas alternativas de genes em cada locus, 
dentro de uma populagao (polimorfismo), torna possfvel a denominagao do MHC como “geneticamente unico”. 
Ocasionalmente, pode ocorrer crossing over entre dois cromossomos parentais em novos haplotipos recombinantes, 
aumentando ainda mais a heterogeneidade na combinagao de MHC em uma mesma populagao. 






(/> 

ra 


a 


*=s 

c ro 

Q- 

O 



A1 A3 

B44 B8 

DR 17 DR10 



Figura 26.4 Heranga dos haplotipos HLA: cada individuo herda um haplotipo HLA da mae e outro do pai, assim, a prole de um casal 
pode receber quatro diferentes combinagoes. 

As variagues nas moleculas MHC classes I e II afetam a habilidade de suscitar respostas imunes, bem como a resistencia 
ou a suscetibilidade a alergias e a doencas infecciosas ou autoimunes. A presenga de uma grande variedade de moleculas MHC 
possibilita que um individuo apresente varios antlgenos distintos e, assim, seja capaz de montar uma resposta imune efetiva para 
combater um patogeno. Por outro lado, a possibilidade de que um transplante seja bem-sucedido deve-se, em grande parte, ao 
grau de compatibilidade entre doador e receptor quanto as moleculas MHC. 


Ativagao das celulas T alorreativas 

A capacidade intrfnseca do sistema imune em discriminar antlgenos proprios dos nao proprios permite-lhe desenvolver uma 
resposta diante de antlgenos estranhos. Tal discriminagao e essencial para reconhecer e preparar uma resposta efetiva 
direcionada a patogenos invasores, porem, ela tambem e responsavel pela resposta contra enxertos alogenicos. No contexto do 
transplante, essa habilidade e denominada alorreconhecimento e refere-se a identificagao e consequente resposta do sistema 
imune do receptor ante diferengas antigenicas (aloantigenos) entre o enxerto e o receptor. Assim, o alorreconhecimento, na 
ausencia de imunossupressao, promovera a rejeigao do orgao transplantado. 

A resposta ao aloenxerto e, fundamentalmente, mediada pelo sistema imune adaptativo, no qual celulas T (em sua maioria) 
e B alorreativas do receptor sao ativadas apos o reconhecimento de aloantigenos do doador. As principals diferengas antigenicas 
reconhecidas pela imunidade adaptativa do receptor sao os produtos do MHC. Sua presenga em todas as celulas nucleadas, a 
capacidade do receptor da celula T (TCR, T cell receptor ) interagir e reconhecer o MHC, bem como a alta variabilidade 
genetica dessas moleculas as torna centrais no alorreconhecimento. Existem tres vias principals de alorreconhecimento, nao 
mutuamente excludentes, que podem agir simultaneamente ou em contextos diferentes do transplante (Figura 26.5). 

A via direta ocorre quando linfocitos T do receptor, por meio do TCR, reconhecem aloantigenos, principalmente 
complexos peptideo-MHC do doador, diretamente na superficie de celulas do doador. Acredita-se que esse tipo de 
alorreconhecimento desempenhe papel mais relevante no periodo pos-transplante (precoce), sendo associado a presenga de APC 
do doador no enxerto. Com o tempo, haveria redugao numerica dessas celulas no receptor, sugerindo menor participagao dessa 
via a longo prazo. Contudo, ainda e possivel que celulas endoteliais nos vasos do enxerto ou mesmo celulas do parenquima do 
orgao transplantado possam continuar a induzir essa via. 

Em individuos saudaveis, observa-se alta frequencia de celulas T alorreativas, capazes de reconhecer o enxerto como 
estranho e promover sua rejeigao de modo vigoroso. Considerando o repertorio de celulas T maduras, selecionadas para 
reconhecerem antlgenos proprios com baixa afinidade no contexto do MHC proprio, essa alta frequencia de celulas T com 
especificidade alogenica direta e contraditoria. Dois modelos, baseados na reatividade cruzada do TCR, sao propostos para 
justificar essa observagao. 

O primeiro estabelece que as celulas T alorreativas reconhecem moleculas MHC do doador diretamente, independente da 
interagao com o antigeno. Dessa maneira, qualquer molecula MHC nao propria poderia ser reconhecida como estranha pelo 
TCR alorreativo. Em contrapartida, o segundo modelo propoe que o TCR reconhece peptideos derivados de proteinas normals 




que sao apresentados por MHC nao proprio. Nesse caso, difcrcncas nas moleculas MHC do doador promovem a apresentagao 
de antfgenos normais de forma nao convencional, promovendo o reconhecimento como nao proprio. Contudo, a forma de 
alorreconhecimento direto mais relevante depende da combi nagao do MHC do doador e do receptor. 

Na via indireta, por sua vez, APC do receptor capturam e processam moleculas MHC classes I e II alogenicas e as 
apresentam na forma de peptfdeos por meio do MHC classe II proprio. Esse tipo de alorreconhecimento e muito similar a forma 
como o sistema imune normalmente reconhece os antfgenos, que sao processados pelas APC do hospedeiro e apresentadas no 
contexto do MHC dele. Como as celulas apresentadoras sao do receptor, acredita-se que essa via desempenhe papel mais 
relevante na rejeigao cronica, quando ha menor quantidade de APC do doador. 

Por fim, a via semidireta ocorre quando APC do receptor apresentam aloantfgenos diretamente para a celula T do receptor. 
Isso e possfvel em razao da habilidade das celulas dendrfticas adquirirem complexos peptfdeo-MHC intactos de outras APC ou 
de celulas nucleadas presentes no enxerto, por contato direto celula-celula ou pela liberagao de pequenas vesfculas. Dessa 
maneira, complexos intactos peptfdeo doador-MHC doador e complexos peptfdeo doador-MHC proprio sao apresentados na 
superffcie de uma mesma celula e possibilitam a ativagao de celulas T alorreativas CD4 e CD8. Contudo, ainda nao existem 
evidencias clfnicas de que essa via seja relevante no contexto do transplante alogenico. 

Apesar de o reconhecimento, via TCR, do aloantfgeno apresentado pelas moleculas MHC ser essencial ao desenvolvimento 
da resposta efetora, ainda sao necessarios outros sinais para que essa celula T alorreativa seja plenamente ativada. 

O primeiro sinal corresponde a interagao entre um antfgeno especffico acoplado a molecula MHC e o TCR do linfocito. 
Essa interagao deve resultar em uma ligagao estavel e, ao mesmo tempo, precisa ser auxiliada pelos correceptores do respectivo 
linfocito (CD4 ou CD8). Mesmo apos a ligagao dos correceptores, o linfocito T nao e capaz de proliferar e precisara de mais 
dois sinais que, geralmente, sao provenientes da mesma celula apresentadora, portadora do MHC ligado ao TCR. Ja o segundo 
sinal deriva de moleculas coestimulatorias, CD80 e CD86, que promovem a sobrevivencia e tambem a expansao das celulas T, 
as quais reconhecem as moleculas coestimulatorias por meio do receptor de membrana CD28. E o terceiro sinal necessario para 
a ativagao do linfocito T ocorre a partir de citocinas produzidas pela propria celula apresentadora ou presentes no 
microambiente e direcionam esse linfocito para subpopulagoes especfficas (Thl, Th2, Thl7 ou T reguladora). 
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Figura 26.5 Vias de alorreconhecimento. A via direta consiste na apresentagao de complexos peptfdeo-MHC nas APC do doador para 








celulas T do receptor. A via indireta envolve o processamento de aloantigenos do doador pelas APC do receptor, as quais apresentam 
os aloantigenos do doador no MHC do receptor para os linfocitos T. Na via semidireta, complexos peptldeo-MHC do doador presentes 
nas celulas deste sao transferidos para as APC do receptor que podem, entao, apresentar aloantigenos por moleculas MHC tanto do 
doador quanto do receptor. Apresentagao direta (A), indireta (B), semidireta (C). 

A apresentagao do antfgeno com os devidos coestfmulos e sinais induz a celula a entrar em fase G1 do ciclo celular. Ao 
mesmo tempo, o reconhecimento pelo TCR ativa a sfntese dos fatores de transcricao AP-1, NFAT e NF-kB que se ligarao a 
regiao promotora do gene da interleucina 2 (IL-2) e ativarao sua transcrigao. A IL-2, ao se ligar ao seu receptor com alta 
afinidade, e capaz de induzir a proliferacao e diferenciagao das celulas T ativadas. 

Rejeigao ao transplante de orgaos e tecidos 

E dividida em tres diferentes situacoes em fungao do tempo decorrido entre o momento do transplante e o enxerto ser 
completamente rejeitado, bem como em fungao dos mecanismos imunologicos por tras da rejeigao. Assim, a rejeigao e 
classificada em hiperaguda, aguda e cronica. 

A rejeigao hiperaguda e mediada por anticorpos preexistentes especfficos para antfgenos do enxerto e apresentam grande 
relevancia para transplantes vascularizados, como coragao e rim. Esse tipo de rejeigao ocorre principalmente em pessoas com 
incompatibilidade ABO, multiplas gestagoes, hipersensibilizadas ou que ja foram transplantadas. Em todas essas situ agues, os 
indivfduos foram previamente expostos a aloantigenos e, assim, a nova exposigao no momento do transplante pode promover 
consequencias imediatas. Nesses casos, os anticorpos se ligam ao enxerto e ativam o sistema complemento, que recruta 
principalmente neutrofilos que irao promover inflamagao exacerbada, levando a dano endotelial, trombose, nao vascularizagao 
do enxerto e, consequentemente, sua perda. 

A rejeigao aguda ocorre cerca de 1 semana apos o transplante e e mediada, principalmente, por celulas T CD8 citotoxicas 
ativadas com auxilio de linfocitos T CD4 helper de padrao Thl e Thl7. A resposta exercida pelos linfocitos ocorre 
fundamentalmente em fungao do reconhecimento de aloantigenos, por moleculas dos complexos principals de 
histocompatibilidade, moleculas MHC classe I reconhecidas por linfocitos T CD8 e MHC classe II por linfocitos T CD4. 
Acredita-se que a ativagao de linfocitos T CD4 em um padrao Thl, junto a outras celulas, passa a secretar citocinas pro- 
inflamatorias que auxiliam na ativagao de linfocitos T CD8 efetores que, por sua vez, liberam moleculas citotoxicas, levando as 
celulas do tecido transplantado a morte por apoptose. 

Durante a rejeigao cronica, APC do receptor processam aloantigenos do doador, apresentados via MHC de classe II para 
linfocitos T do receptor, os quais passam a secretar citocinas, como IFN-y, que serao capazes de ativar celulas da imunidade 
inata, como macrofagos, monocitos e neutrofilos. As celulas da imunidade inata, por sua vez, passam a liberar citocinas, como 
IL-1 e TNF-a, e especies reativas de oxigenio, culminando em um processo inflamatorio capaz de estimular celulas 
parenquimatosas como fibroblastos e celulas musculares, bem como promover hipertrofia muscular dos vasos locais e fibrose 
tecidual. As citocinas podem ainda ativar os linfocitos B, que irao produzir anticorpos contra o enxerto. Esses anticorpos sao 
capazes de fixar complemento intravascular causando liberagao de anafilatoxinas, lesao do endotelio vascular, hemorragia, 
agregagao plaquetaria e trombose com lesao litica das celulas do orgao transplantado. A rejeigao cronica e o resultado final 
dessa agressao gradual e progressiva ao enxerto, com isquemia tecidual e fibrose, que, por sua vez, leva a perda funcional do 
orgao e, consequentemente, a sua falencia. 

Em geral, considera-se rejeigao alogenica quando temos o sistema imune do receptor reconhecendo e destruindo o orgao 
transplantado. No entanto, existe uma situagao em que a rejeigao e promovida pelo enxerto, e nao pelo receptor. Essa condigao e 
chamada de graft versus host disease (GvHD) e e observada em transplantes de medula ossea quando um receptor 
imunodeficiente recebe o enxerto contendo celulas com competencia imunologica. Nesse cenario, as celulas T transferidas com 
a medula ossea podem reconhecer moleculas MHC nas celulas do receptor como estranhas e destruf-las. A intensidade da 
reagao e correspondente a incompatibilidade HLA entre doador e receptor, e, em casos extremos, pode levar o receptor a obito. 
A escolha cuidadosa do doador, associada a remogao de celulas T do enxerto e imunossupressao, podem evitar a ocorrencia 
dessa doenga. 

Avaliagao e selegao do doador 

Uma etapa fundamental para o sucesso dos transplantes corresponde a correta identificagao de potenciais doadores. Para ser 
admitido como doador de orgaos ou tecidos, devem ser avaliados parametros clinicos e imunologicos do indivfduo, com o 
intuito de assegurar a qualidade do enxerto e a seguranga do procedimento. Os criterios para selegao de doadores vem sendo 




menos restritivos em razao do crescente deficit de doadores em relagao ao numero de pacientes que necessitam de transplante. 
Contudo, condigoes como insuficiencia organica que comprometa orgaos ou tecidos a serem doados, prcsenca de condigoes 
infectocontagiosas transmissiveis pelo transplante, neoplasias malignas (salvo algumas excecoes) e doencas degenerativas 
cronicas constituem contraindicagao absoluta para admissao como doador. 

Adequada avaliagao clinica e laboratorial do doador apresenta grande impacto na sobrevida do enxerto e do paciente. 
Durante o processo de admissao de potenciais doadores, exames especificos podem ser recomendados de acordo com o orgao 
ou tecido a ser transplantado. Contudo, de modo geral, recomenda-se: avaliar a condigao ffsica e a tipificagao sanguinea ABO 
do doador; detecgao de anticorpos pre-formados, no receptor, dirigido contra antigenos do doador identificado (compatibilidade 
cruzada ou cross match)', detecgao de anticorpos pre-formados, no receptor, que reconhecem moleculas de HLA e outros 
antigenos representatives do doador; tipificagao das moleculas HLA expressas na superficie das celulas do doador e do 
receptor; e sorologia para HIV, HTLV I e II, hepatites virais B e C, doenga de Chagas, citomegalovirus e toxoplasmose do 
doador, entre outras. 

A compatibilidade sanguinea de HLA entre doador (vivo ou falecido) e receptor e de extrema importancia, visto que a 
baixa compatibilidade ou sua ausencia implica no reconhecimento do enxerto como estranho, resultando, na maioria das vezes, 
na menor sobrevida do transplante e do paciente. Os antigenos do grupo sanguineo e os antigenos HLA constituem os principais 
determinantes na compatibilidade imunologica. Consequentemente, o doador mais adequado e aquele que, alem da 
compatibilidade sanguinea, tem os antigenos HLA mais semelhantes aos do receptor. Por isso, transplantes isogenicos entre 
gemeos univitelinos apresentam menor risco de rejeigao e maior sobrevida do enxerto. E, a medida que se diminui o grau de 
parentesco entre doador e receptor, a probabilidade de haver incompatibilidades ( mismatches , presenga de um antigeno no 
doador e ausencia no receptor) aumenta. 

O primeiro teste a ser realizado para determinar o doador mais compativel e a tipificagao sanguinea (Tabela 26.1). Ela 
avalia a compatibilidade entre o tipo sanguineo do doador e do receptor. O transplante segue as mesmas normas que regem a 
doagao de sangue; porem, nao ha necessidade de compatibilidade do sistema Rh. Os antigenos (aglutinogenios) ABO sao 
oligossacarideos inseridos na membrana de eritrocitos, linfocitos, plaquetas e celulas epiteliais, e determinam o tipo sanguineo 
do individuo. Durante a infancia, sao produzidos anticorpos (aglutininas) contra os aglutinogenios que o individuo nao expressa. 
Em outras palavras, caso um individuo com tipo sanguineo A receba um transplante de um doador com tipo sanguineo B, os 
anticorpos anti-B presentes no receptor irao promover a rejeigao hiperaguda do enxerto. Em alguns casos especificos, o 
transplante entre individuos com tipos sanguineos incompativeis e permitido; porem, o receptor deve ser preparado antes do 
transplante no sentido de retirar da circulagao as aglutininas especificas. Indicado a todos os tipos de transplantes, o teste da 
tipificagao sanguinea e utilizado para pre-selecionar os potenciais doadores aos posteriores testes de compatibilidade 
imunologica. 

A detecgao do perfil HLA exerce grande importancia na realizagao de transplantes. Com excegao de gemeos univitelinos, e 
raro dois individuos nao relacionados serem compativeis para todos os antigenos HLA. Ou seja, o desfecho de transplantes 
entre individuos nao relacionados, na ausencia de imunossupressao, e invariavelmente a rejeigao. Historicamente, loci 
especificos (HLA-A, -B e -DR) apresentam maior relevancia para a rejeigao do enxerto e, portanto, sua compatibilidade tem 
maior peso de decisao no momento da selegao do doador. Os ensaios utilizados nos testes de histocompatibilidade para 
transplantes alogenicos sao influenciados pelo enxerto a ser transplantado, bem como pelo protocolo de transplante. 


Tabela 26.1 Tipificagao sanguinea. 


Grupo sanguineo 

receptor 

Polissacandeos 

presentes nas 

hemacias 

Anticorpos 
presentes no 

plasma 

Pode receber 

orgaos de doador 

Pode doar para 
receptor 

0 

Nao apresenta 

Anti-A, anti-B 

0 

0, A, B, AB 

A 

Isoaglutinina A 

Anti-B 

0, A 

A, AB 

B 

Isoaglutinina B 

Anti-A 

0, B 

B, AB 

AB 

Isoaglutinina A e B 

Nao apresenta 

0, A, B, AB 

AB 


A tipificagao das moleculas HLA consiste na identificagao de alelos do HLA e pode ser realizada por reagao da cadeia de 


polimerase (PCR) ou sequenciamento de DNA. Essa tecnica e rotineiramente empregada para selecao de doadores nao 
aparentados para transplantes de celulas-tronco hematopoeticas. Contudo, no transplante de orgaos solidos, em que ha maior 
limitacao de doadores, essa metodologia e raramente utilizada, visto que afastaria a possibilidade de utilizar orgaos de doadores 
nao aparentados. O principal objetivo desse teste e otimizar a compatibilidade entre doador e receptor, visando evitar a rejeicao 
do enxerto, bem como o desenvolvimento da GvHD. 

E necessario, ainda, avaliar a prcsenca de anticorpos pre-formados no receptor que reagem, especificamente, com as 
celulas do doador. O teste de reagao cruzada (ou cross match) pesquisa a prcsenca de anticorpos contra moleculas HLA do 
doador. Nesse teste, o soro do receptor e analisado diante de um painel de celulas ou antigenos aderidos a uma superficie solida 
que apresenta moleculas HLA bem definidas, e a reatividade pode ser detectada pela citotoxicidade mediada por complemento, 
ELISA ou citometria de fluxo. Nos metodos, a positividade implica prcsenca de anticorpos contra moleculas HLA do doador e 
constitui contraindicagao ao transplante, visto que o receptor apresenta o potencial de desenvolver rejeicao hiperaguda ao 
enxerto. 

Potenciais receptores em lista de espera sao avaliados quanto ao grau de sensibilizacao a antigenos HLA presentes na 
populagao, nao necessariamente os especificos do doador. Tal reatividade e denominada painel de anticorpos reativos (PRA, 
panel reactive antibodies) e demonstra o percentual de reatividade as moleculas HLA (Figura 26.6). Isto e, o grau de 
sensibilizacao representa a dificuldade que um paciente tem para receber um transplante dentro de uma determinada populacao 
de doadores. O desenvolvimento de anticorpos anti-HLA pode decorrer da cxposigao previa aquele HLA por meio de multiplas 
gestacoes, transfusoes sanguineas ou transplantes anteriores. 

Farmacos imunossupressores 

Embora seja desejado o maior grau de compatibilidade entre doador e receptor, a nao compatibilidade nao e impeditiva do 
transplante, ou seja, mesmo quando incompativel, o transplante pode ser realizado. Entretanto, havera maior risco de rejeicao e 
o paciente precisara ser submetido a imunossupressao mais intensa. Assim, pode-se considerar que a compatibilidade antigenica 
e os medicamentos imunossupressores sao os principals metodos para prevenir a rejeicao alogenica. Ao se considerar a 
dificuldade de encontrar individuos antigenicamente semelhantes, bem como a baixa relevancia dessa exigencia nos 
transplantes de orgaos essenciais para manutencao da vida (como coracao e figado), o sucesso do transplante sera inteiramente 
dependente do uso de farmacos imunossupressores que controlem a resposta aloimune. 

Diversos casos de rejeicao tem sido superados com a utilizacao de potentes medicamentos imunossupressores, como pode 
ser observado pela menor incidencia de rejeicao aguda na clinica desde seu advento. Embora exista grande variedade de 
farmacos imunossupressores no mercado, eles nao demonstram efeito significativo sobre a rejeicao cronica e apresentam 
diversos efeitos colaterais. Ainda assim, a imunossupressao constitui a melhor oppao para a preservacao do enxerto e, 
consequentemente, sobrevida do paciente transplantado. Uma estrategia bastante utilizada na clinica e a terapeutica combinada 
de medicamentos, que possibilita doses reduzidas de cada classe de imunossupressor, limitando, com isso, os efeitos colaterais. 

A principal funpao da imunossupressao e evitar que o sistema imune reconheca o transplante como estranho e, assim, o 
rejeite. Para isso, as principals estrategias utilizadas sao: inibir a ativacao das celulas T, bloquear sua probferacao e evitar o 
processo inflamatorio. Esses alvos nao sao especificos ao alorreconhecimento e, idealmente, seria necessario um 
imunossupressor especifico para um antigeno que reduzisse a resposta imune aos aloantigenos do transplante, enquanto 
preservasse a capacidade de responder a outros antigenos nao relacionados. Atualmente, a estrategia tem sido usar as drogas 
imunossupressoras de modo inteligente para minimizar os efeitos adversos, enquanto se preserva a funcao do enxerto. 
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Figura 26.6 Painel de anticorpos reativos por ensaio de citotoxicidade dependente de complemento. O soro do paciente (receptor) e 
adicionado em cada pogo com fatores do sistema complemento. Se o paciente apresentar anticorpos pre-formados anti-HLA do 
doador, estes se ligarao as moleculas HLA, e a via classica do complemento sera ativada. A ativagao do complemento promovera a 
formagao do complexo de ataque a membrana e consequente morte celular, observada ao microscopio pela adigao de corante vital 
(painel esquerdo). Em contrapartida, se o paciente nao apresentar anticorpos anti-HLA do doador, o sistema complemento nao sera 
ativado e a celula permanecera viva (painel direito). Esse procedimento e realizado em uma placa com varios popos, de modo que em 
cada popo haja celulas dos potenciais doadores com HLA conhecido. Com isso, e possfvel enumerar as reagoes citotoxicas e 
transforma-las em urn percentual que reflete quantos anticorpos aquele paciente apresenta contra os potenciais antigenos na 












populapao geral de doadores. 


■ Inibidores da ativagao das celulas T 

As celulas T desempenham papel central na rejeigao alogenica. Por isso, inibindo-se sua ativagao, contribui-se para a melhoria 
da sobrevida do enxerto. Sua inibicao pode ocorrer em diversos nfveis, tais como apresentagao de antfgenos, moleculas 
coestimulatorias e sinalizacao intracelular. 

• Anticorpos anti-CD3 (OKT3) inibem a apresentagao de antfgenos ao bloquear a molecula CD3 que conipoe o complexo TCR, 
levando a eliminagao direta de celulas T funcionais 

• Os inibidores de calcineurina, por sua vez, interferem na cascata de sinalizacao dependente de calcio que se segue a ligagao do 
complexo antfgeno-MHC, como o TCR. A ciclosporina liga-se a ciclofilina e o tacrolimus a protefna FKBP12 (do ingles, 
FK-binding protein 12), bloqueando a capacidade da calcineurina em desfosforilar o fator de transcricao NFAT (do ingles, 
nuclear factor of activated T cells). Quando fosforilado, esse fator de transcricao nao transloca para o nucleo e, 
consequentemente, os genes regulados por NFAT (como IL-2, fator de crescimento das celulas T) nao sao transcritos 

• Outra maneira de impedir a ativagao de celulas T e por meio de bloqueadores de coestfmulo, uma vez que a sinalizacao de 
moleculas coestimulatorias e necessaria para a boa ativacao de celulas T. A interagao de CD80/CD86 ou CD40 presentes nas 
APC com CD28 ou CD40L/CD154 nas celulas T fornece a essas celulas a sinalizacao necessaria e, se ausente, tornam os 
linfocitos T anergicos. Assim, anticorpos anti-CD40, bloqueando sua interacao com CD40L nas APC, e anticorpos acoplados 
a CTLA-4 (CTLA4-Ig), que competem com CD80/CD86 pela ligagao a CD28, promovem a anergia das celulas T e evitam 
que elas destruam o enxerto. 

■ Agentes antiproliferativos 

Uma vez ativadas, as celulas T alogenicas sofrem intensa proliferagao, gerando grande quantidade de clones de mesma 
especificidade. Medicamentos como 6-mercaptopurina, azatioprina e acido micofenolico inibem a sfntese de novo de purinas, as 
quais sao necessarias para a sfntese de DNA. O bloqueio da divisao celular nao e especffico para as celulas T alorreativas; 
assim, o principal risco associado e a inibicao de outras celulas em divisao nao relacionadas (como a medula ossea). Alem 
disso, inibidores de mTOR, como sirolimus, everolimus e temsirolimus impedem a sinalizacao de IL-2 via mTOR, evitando a 
progressao do ciclo celular da fase G1 para a fase S. 

■ Agentes anti-inflamatorios 

Corticosteroides ligam-se ao receptor de glicocorticoide intracelular e modulam diversas fungoes celulares. Alguns dos efeitos 
mais relevantes sobre o sistema imune correspondem a inibicao de fatores de transcricao como NFkB e AP-1 (do ingles, 
activator protein-1), consequentemente levando a deplegao de celulas T pela inibicao da sfntese de IL-2, inibicao da 
diferenciagao para subpopulagao Thl e indugao de apoptose de linfocitos e eosinofilos. 
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Capitulo 27 

Imuno-hematologia 


Elvira Maria Guerra-Shinohara, Elza Regina Manzolli Leite e Amauri Antiquera Leite 


Introducao 

A imuno-hematologia e uma parte complexa das Ciencias Biologicas que estuda a importancia dos antigenos eritrocitarios, 
plaquetarios e leucocitarios (HLA) nas incompatibilidades transfusional e materno-fetal. Esta relacionada, portanto, a 
imunologia, hematologia, genetica, biologia molecular e bioquimica. Neste capitulo, serao abordados apenas os antigenos 
eritrocitarios e plaquetarios, uma vez que os leucocitarios foram apresentados no Capitulo 26. 

Antigenos eritrocitarios 

Sao estruturas apresentadas na superficie das hemacias humanas (membranas eritrocitarias), constituidas de agucares 
(carboidratos em glicolipidios ou glicoproteinas) ou proteinas (peptidios em proteinas inseridos na membrana). 

Essas moleculas sao denominadas antigenos porque podem induzir a producao de anticorpos especificos quando injetados 
por via parenteral, por meio de transfusoes sanguineas, ou pela passagem de hemacias fetais para a circulacao da gestante ou 
parturiente. Para que haja a imunizagao, e necessario o paciente ou a gestante nao ter em seus eritrocitos os antigenos que estao 
sendo apresentados ao seu sistema imunologico. Essa caracterfstica torna a determinagao dessas moleculas antigenicas 
importante na transfusao sanguinea, nos transplantes e na compatibilidade materno-fetal. 

A existencia de tais moleculas imunogenicas e antigenicas foi relatada pela primeira vez por Karl Landsteiner em 1901', 
quando identificou os antigenos A e B. Os antigenos apresentam duas importantes propriedades, que sao unicas e diferentes 
para cada antigeno: a imunogenicidade, capacidade de induzir resposta imune, e a antigenicidade, capacidade de ligagao do 
antigeno com o anticorpo. Quanto mais imunogenico, maior a possibilidade de sensibilizagao com producao de anticorpos; no 
entanto, quando se fala de antigenicos, trata-se do grau de afinidade entre o antigeno e o anticorpo. Muitas vezes, embora 
antigenos e anticorpos estejam presentes, a capacidade de ligagao e pequena, pela pouca afinidade. 

A frequencia de pacientes sensibilizados por alguns antigenos imunogenicos pode variar de acordo com a etnia, como e o 
caso de alguns antigenos do sistema Duffy. O fenotipo Fy(a-b-) esta presente em quase 100% dos negros africanos, sendo raro 
entre caucasoides. Com base nesse dado e no conhecimento de que negros africanos mostram resistencia completa a malaria 
pelo Plasmodium vivax, mas nao a malaria por outras especies, Miller observou que os antigenos Fy a e/ou Fy b sao receptores 
essenciais para que os merozoitos da especie P. vivax infectem as hemacias. A ausencia desses antigenos em uma regiao onde a 
malaria e altamente incidente seria uma forma de selegao natural. 

■ Nomenclatura 

A padronizacao da nomenclatura para os sistemas de antigenos eritrocitarios se tornou necessaria pela existencia das diferentes 
terminologias empregadas ha mais de 100 anos. Assim, em 1980, a International Society of Blood Transfusion (ISBT) instituiu 
um grupo de trabalho para compor uma terminologia numerica de base genetica para os antigenos de superficie de globulos 
vermelhos. Importante citar que uma das primeiras publicagoes sobre essa nomenclatura surgiu em 1990, por Lewis et al.\ 
“ISBT Working Party on Terminology for Red Cell Surface Antigens”. 2 

Para elaborar a classificagao, a ISBT organizou os antigenos de grupo sanguineos em sistemas, series e colegoes. Os 
sistemas sao compostos por um ou mais antigenos, controlados por um mesmo locus ou loci do gene, ou ainda por dois ou mais 





intimamente ligados (genes homologos), porem, com pouca ou nenhuma recombinacao entre eles. Atualmente, sao 
reconhecidos e determinados geneticamente 303 antfgenos eritrocitarios, contidos em 36 sistemas. Para um antfgeno formar um 
novo sistema, deve ser herdado, definido por um aloanticorpo humano. O gene que o codifica deve ser identificado, 
sequenciado e sua localizagao cromossomica conhecida. Alem disso, o gene deve ser diferente, e nao um homologo 
estreitamente ligado a outro que codifique um sistema de grupo existente (Tabelas 27.1 e 27.2). 

Colecoes sao antfgenos sorologica, bioqufmica ou geneticamente relacionados, os quais ainda nao se encaixam nos 
criterios requeridos para um status de sistema. A serie 700 e composta por antfgenos com incidencia menor que 1%, diferentes 
de todos os outros antfgenos, sistemas e colecoes. Para fazer parte dessa serie, o antfgeno tem que demonstrar hereditariedade 
em pelo menos duas geracoes. Na serie 901 constam os antfgenos de alta incidencia populacional, acima de 90% e, assim como 
na serie 700, devem ser distintos de todos os outros antfgenos e colegoes (Tabelas 27.3 a 27.5). 

Nas tabelas, e possfvel verificar antfgenos com numeros obsoletos (—), que foram atribufdos a uma especificidade e nao 
podem mais ser utilizados para um novo antfgeno. A terminologia numerica foi primeiramente desenvolvida visando a 
armazenar informacoes em computadores e prover, aos antfgenos de grupos sangufneos, uma classificagao genetica. Essa 
terminologia nao e muito adequada a conuinicagao diaria, porem, a grafia e utilizada em grande parte das publicacoes. 

Para denominagao do sistema, utiliza-se um sfmbolo alfabetico de 2 a 6 letras maiusculas (p. ex., RH; KEL; GLOB). Os 
antfgenos de grupos sangufneos tem uma identificacao de seis dfgitos. Os tres primeiros representam o numero do sistema, serie 
ou colecao (p. ex., 006 sistema KEL) e os tres ultimos, o antfgeno especffico (p. ex., 006003 antfgeno Kp a ). Uma escrita 
alternativa muito utilizada seria KEL3. Na referenda para os fenotipos, o sfmbolo ou o numero do sistema devera ser precedido 
por dois pontos e lista de antfgenos, utilizando tambem os sinais de “mais” ou “menos” para indicar sua prcscnga ou ausencia, 
respectivamente (p. ex., 006:1,-2,3,4 ou KELT,-2,3,4 ou ainda Fy[a-b+]). 

Tabela 27.1 Sistemas de grupos sangulneos. 


Sistema 

Si'mbolo ISBT 

Numero ISBT 

Numero de 

antfgenos 

Nome do gene 

Localizacao 

cromossomica 

ABO 

ABO 

1 

4 

ABO 

9q34.2 

MNS 

MNS 

2 

48 

GYP A, GYPB, GYPE 

4q31.22 

PI PK 

PI PK 

3 

3 

A4 GALT 

22q13.2 

RH 

RH 

4 

54 

RHD, RHCE 

1p36.11 

Lutheran 

LU 

5 

21 

LU, BCAM 

19q 13.32 

Kell 

KEL 

6 

35 

KEL 

7q34 

Lewis 

LE 

7 

6 

FUT3 

19p13.3 

Duffy 

FY 

8 

5 

FY, DARC 

1q23.2 

Kidd 

JK 

9 

3 

JK, SLC14A1 

18q12.3 

Diego 

Dl 

10 

22 

Dl, SLC4A1 

17q21.31 

Cartwright 

YT 

11 

2 

YT, ACHE 

7q22.1 

XG 

XG 

12 

2 

XG 

Xp22.33 

Scianna 

SC 

13 

7 

SC, ERMAP 

1 p34.2 

Dombrock 

DO 

14 

8 

DO, ART4 

12p12.3 

Colton 

CO 

15 

4 

CO, AQP1 

7p14.3 


LW 16 3 LW, ICAM4 19p13.2 


Landsteiner- 


Winer 


Chido-Rodgers 

CH/RG 

17 

9 

CH/RG, C4A, C4B 

6p21.32 

H 

H 

18 

1 

FUT1 

19q 13.33 

XK 

XK 

19 

1 

XK 

Xp21.1 

Gerbich 

GE 

20 

11 

GE, GYPC 

2q14.3 

Cromer 

CROM 

21 

18 

CROM, CD55 

1q32.2 

Knops 

KN 

22 

9 

KN, CR1 

1q32.2 

Indian 

IN 

23 

4 

IN, CD44 

11 pi 3 

Ok 

OK 

24 

3 

OK, BSG 

19p13.3 

Raph 

RAPH 

25 

1 

RAPH, CD151 

11 pi 5.5 

John Milton 

Hagen 

JMH 

26 

6 

JMH, SEMA7A 

15q24.1 

1 

1 

27 

1 

GCNT2 

6p24.2 

Globoside 

GLOB 

28 

2 

B3 GALNT1 

3q26.1 

Gill 

GIL 

29 

1 

GIL, AQP3 

9p13.3 

RhAG 

RHAG 

30 

4 

RHAG 

6p12.3 

FORS 

FORS 

31 

1 

GBGT1 

9q34.2 

JR 

JR 

32 

1 

JR, ABCG2 

4q22.1 

Lan 

LAN 

33 

1 

LAN, ABCB6 

2q36 

Vel 

VEL 

34 

1 

VEL, SMIM1 

1p36.32 

CD59 

CD59 

35 

1 

CD59 

11 pi 3.33 

AUG 

AUG 

36 

2 

ENT1, SLC29A1 

6p21.1 


Fonte: International Society of Blood Transfusion 3 e Castilho eta!., 2015. 4 



Tabela 27.2 Antfgenos de grupos sangui'neos atribuidos aos sistemas. 


Sistemas Niimerodoantigeno 




1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

1 

ABO 

A 

B 

A.B 

A1 

Va 




2 

MNS 

M 

N 

S 

s 

U 

He 

Ml 


3 

PI PK 

PI 

Va 

pk 

NOR 





4 

RH 

D 

C 

E 

c 

e 

f 

Ce 

C w 

5 

LU 

Lu 3 

Lu b 

Lu3 

Lu4 

Lu5 

Lu6 

Lu7 

Lu8 

6 

KEL 

K 

K 

Kp 3 

Kp b 

Ku 

Js 3 

Js b 

Va 

7 

LE 

Le a 

Le b 

Le ab 

Le bh 

ALe 3 

BLe b 



8 

FY 

Fy 3 

Fy b 

Fy3 

...Fy5 

Fy6 




9 

JK 

Jk 3 

Jk b 

Jk3 






10 

Dl 

Di a 

Dl b 

Wr 3 

Wr 6 

Wd 3 

Rb 3 

WARR 

ELO 

11 

YT 

Yt 3 

Yt*> 







12 

XG 

Xg 3 

CD99 







13 

SC 

Scl 

Sc2 

Sc3 

Rd 

STAR 

SCER 

SCAN 


14 

DO 

Do a 

Do b 

Gy 3 

Hy 

Jo 3 

DOYA 

DOMR 

DO LG 

15 

CO 

Co a 

Co* 5 

Co3 

Co4 





16 

LW 

Va 

Va 

Va 

... LW 3 

LW 3 * 5 

LW 15 



17 

CH/RG 

Chi 

Ch2 

Ch3 

Ch4 

Ch5 

Ch6 

WH 


18 

H 

H 








19 

XK 

Kx 








20 

GE 

Va 

Ge2 

Ge3 

Ge4 

Wb 

Ls* 

An 3 

Dh 3 

21 

CROM 

Cr 3 

Tc 3 

Tc b 

Tc £ 

Dr 3 

ES 3 

IFC 

WES 3 

22 

KN 

Kn a 

Kn b 

McC 3 

SI1 

Yk 3 

McC b 

SI2 

SI3 

23 

IN 

In 3 

ln b 

INFI 

INJA 





24 

OK 

Ok 3 

OKGV 

OKVM 






25 

RAPH 

MER2 








26 

JMH 

JMH 

JMHK 

JMHL 

JMHG 

JMHM 

JMHQ 



27 

1 

1 








28 

GLOB 

P 

PX2 







29 

GIL 

GIL 








30 

RHAG 

Dudos 

Ol 3 

DSLk 

RHAG4 





31 

FORS 

FORS 








32 

JR 

Jr 3 








33 

LAN 

Lan 








34 

VEL 

Vel 








35 

CD59 

CD59 








36 

AUG 

AUG1 

AUG2 








9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

C* 

V 

E* 

G 

Va 

Va 

Va 

Va 

Hr 0 

Hr 

Lu9 

Va 

Lull 

Lu12 

Lu13 

Lu14 

Va 

Lu16 

Lu17 

Au 3 

Va 

Ul 3 

K11 

K12 

K13 

K14 

Va 

K16 

K17 

K18 

Wu 

Bp 3 

Mo 3 

Hg 3 

Vg 3 

Sw 3 

BOW 

NFLD 

Jn 3 

KREP 




Rgl 

Rg2 




GEIS 

GEPL 

GEAT 

GET1 




WES b 

UMC 

GUTI 

SERF 

ZENA 

CROV CRAM CROZ CRUE 

CRAG 


KCAM 


19 


hr s 

Au b 

K19 


Tr 3 


Sistemas Numero do antigeno 




20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

2 

MNS 

Hil 

M v 

Far 

s° 

Mit 

Dantu 

Hop 

Nob 

En 3 

ENKT 

'N' 

Or 

DANE 

TSEN 

MINY 

MUT 

SAT 

ERIK 

Os 3 

ENEP 

ENEH 

4 

RH 

VS 

C G 

CE 

D w 

Va 

Va 

c-like 

cE 

hi" 

Rh29 

Go 3 

hr* 5 

Rh32 

Rh33 

Hr 8 

Rh35 

Be 3 

Evans 

Va 

Rh39 

Tar 

5 

LU 

Lu20 

Lu21 

LURC 

LUIT 


















6 

KEL 

Km 

Kp c 

K22 

K23 

K24 

VLAN 

TOU 

RAZ 

VONG 

KALT 

KTIM 

KYO 

KUCI 

KANT 

KASH 

KELP 

KETI 

KHUL 

KYOR 



10 

Dl 

Fr 3 

SW1 

DISK 



















Sistemas 

Niimerodoantigeno 





















41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

51 

52 

53 

54 

55 

56 

57 

58 

59 

60 

61 

2 

MNS 

HAG 

ENAV 

MARS 

ENDA 

ENEV 

MNTD 

SARA 

KIPP 
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Fonte: International Society of Blood Transfusion 5 e Castilho etal., 2015. 4 


Tabela 27.3 Antfgenos de grupos sangufneos nas colegoes. 


Numero 

Nome 

Sfmbolo 

001 

002 

003 

004 

005 

006 

205 

Cost 

COST 

Cs a 

Cs b 





207 

li 

1 


1 





208 

Er 

ER 

Er a 

Er b 

Er3 




209 

Globoside 

GLOB 




LKE 

PX2 


210 



Le c 

Le d 





213 


MN CHO* 

Hu 

IVh 

Tm 

Can 

Sext 

Sj 


Adaptada de Castilho etal., 2015. 4 




Tabela 27.4 Antigenos de baixa prevalencia: serie 700. 

Numero 

Nome 

Si'mbolo 

700002 

Batty 

By 

700003 

Christiansen 

Chr a 

700005 

Biles 

Bi 

700006 

Box 

Bx a 

700017 

Torkildsen 

To a 

700018 

Peters 

Pt a 

700019 

Reid 

Re a 

700021 

Jensen 

Je a 

700028 

Livesay 

Li a 

700039 


Milne 

700040 

Rasmussen 

RASM 

700044 


JFV 

700045 

Katagiri 

Kg 

700047 

Jones 

JONES 

700049 


HJK 

700050 


HOFM 

700054 


REIT 

Adaptada de Castilho eta!., 2015. 4 


Tabela 27.5 Antigenos de alta prevalencia: serie 901. 

Numero 

Nome 

Si'mbolo 

901008 


Emm 

901009 

Anton 

AnWj 

901012 

Sid 

Das 

901014 


PEL 

901015 


ABTI 

901016 


MAM 


Adaptada de Castilho eta!., 2015. 4 


Os genes deverao ser escritos em italico, ou sublinhados, e o si'mbolo do sistema seguido por um espago ou asterisco mais 
o numero do antfgeno (p. ex., KEL 3; KEL 3 ou KEL*3). Na genotipagem, os alelos ou haplotipos deverao ser separados por 

a b 





uma barra com asterisco apos a denominagao do sistema (p. ex., FY*l/2 ) ou o subgrupo sobrescrito (Fy /Fy ), ou ainda a 
ausencia representada por zero (p. ex., FY*l/0). 

■ Testes laboratoriais 

Detecgao de antigenos e anticorpos eritrocitarios 

Atualmente, existem varias tecnicas que podem ser adequadas a cada tipo de rotina. As mais utilizadas sao as de aglutinagao em 
tubos, microplacas e gel centrifugagao. Cada uma requer adequada padronizagao de volume de hemacias, soros e 
potencializadores, como albumina, polietilenoglicol (PEG), LISS, tempo de incubagao e centrifugagao (ver Capitulo 6). 

Identificagao de antigenos eritrocitarios 

Para identificar antigenos eritrocitarios, o sangue deve ser coletado com anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acetico 
(EDTA) ou acido citrico, citrato de sodio e dextrose (ACD). Visto que entre os individuos a quantidade de eritrocitos e variavel, 
e adequado usar suspensao de hemacias padronizada, especialmente em pacientes que apresentem numero abaixo ou acima dos 
valores de referenda. Para tecnicas de detecgao de antigenos em tubo, emprega-se suspensao de hemacias entre 3 e 5%, e para 
microplacas, em torno de 2%. Sempre que a tecnica recomendar, e aconselhavel a lavagem previa das hemacias para remover as 
proteinas plasmaticas, principalmente tratando-se de hemacias de cordao umbilical, cuja lavagem pode ultrapassar oito vezes, 
para retirada da geleia de Wharton. 

Muitos servigos de hemoterapia preferem a tipagem sanguinea com microplacas, em virtude da necessidade do 
processamento de grande numero de amostras. Esse procedimento otimiza o tempo, pois podem ser testadas amostras de varios 
individuos de uma unica vez. 

O sistema de cartoes utiliza colunas preenchidas com gel Sephadex ou microperolas de material inerte para identificar 
antigenos e anticorpos eritrocitarios. Alguns desses cartoes apresentam as colunas preenchidas somente com gel neutro, 
acrescido de antissoros (p. ex., anti-A, anti-B, anti-D etc.), soro de Coombs e outros. As vantagens do sistema em cartao sao: 
maior sensibilidade; padronizagao na leitura quanto a intensidade de aglutinagao; os resultados podem ser mantidos por 2 dias 
e/ou registrados (em aparelhos proprios ou fotografados); nao sao necessarias lavagens das hemacias nem mesmo nas reagoes 
que utilizam a fase de antiglobulina (AGH ou soro de Coombs). Sua maior desvantagem, porem, e o custo mais elevado. 

No sistema de gel (cartao), a leitura do resultado ocorre apos a centrifugagao. E considerado um resultado positivo quando 
as hemacias nao conseguem atravessar completamente o gel e ficam retidas em sua parte superior ou dispersas no meio da 
coluna, indicando formagao de aglutinatos. No resultado negativo, as hemacias livres, nao aglutinadas, atravessam os poros do 
gel, migrando para o fundo do tubo durante a centrifugagao (Figuras 27.1 e 27.2). 



Figura 27.1 Comparagao dos resultados com as leituras das tipagens em tubo e gel-centrifugagao. 
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Figura 27.2 A e B. Preparagao de microplaca para tipagem sanguinea. 

■ Sistema ABO (sistema 001) 

O sistema ABO foi descoberto entre 1900 e 1901 por Karl Landsteiner, que identificou os grupos A, B e O. Em 1902, seus 
colaboradores Alfredo Castello e Adriano Sturli descobriram o grupo AB. Esse sistema apresenta os antigenos expressos na 
membrana das hemacias e anticorpos naturais, no plasma, contra o antigeno ausente (Tabela 27.6). Os antigenos ABO podem 
ser observados apos 5 a 6 semanas de gestagao. 

O sistema ABO nao pode ser estudado isoladamente e, sim, com seus associados H, Se e LE, respectivamente os genes 
ABO, FUT1, FUT2 e FUT3, que sao correlates, mas independentes. Os produtos desses genes sao enzimas (glicosiltransferases) 
que acrescentam carboidratos a substancia precursora. O gene ABO esta localizado no cromossomo 9 na posigao 9q34.2. 

A expressao dos genes nas secrecoes e controlada por outro par de genes alelos denominados secretores (Se/se). No 
entanto, eles nao sao ativos nos eritroblastos. O gene secretor ( FUT2) e responsavel pela formacao de uma enzima 2- 
alfafucosiltransferase, produzindo o antigeno H soluvel. Individuos com genotipo sese sao chamados nao secretores e terao 
expressao normal dos antigenos H e ABO nos eritrocitos, porem ausentes nas secregoes. O gene secretor tambem esta envolvido 
com a expressao dos antigenos Le. Quando o individuo apresentar o gene FUT3 (LeLe on Lele ) expressara o antigeno Lc' 1 em 
suas hemacias, porem, se ele for secretor, geralmente expressara somente o antigeno Le b (Tabela 27.7). 

A tipagem direta do grupo sanguineo ABO e realizada utilizando-se as hemacias do paciente suspensas em solugao 
fisiologica contra soros comerciais anti-A, anti-B e anti-AB. Ja a tipagem re versa usa o soro ou o plasma do paciente contra 
hemacias fenotipadas A| e B (comerciais). A existencia dessas duas metodologias, obrigatorias na determinagao do grupo 
sanguineo do sistema ABO, garantem maior seguranga, pois uma serve de contraprova para a outra, nao devendo ocorrer 
discrepancia entre os dois resultados. 

Alem dessas duas hemacias, Aj e B, o servigo podera utilizar hemacias A 2 e O (comerciais). As hemacias A 2 sao uteis na 
presenga de subgrupo de A. Alguns subgrupos apresentam anticorpos naturais anti-Ai, podendo, na tipagem reversa, aglutinar 
as hemacias Ai, embora, na maioria das vezes, com pouca intensidade (w a 1+) - nesse caso, as hemacias A 2 nao serao 
aglutinadas pelo anti-Ai. Hemacias do tipo O podem ser utilizadas como controle negativo; no entanto, se aglutinarem frente ao 
soro do paciente, a tipagem devera ser investigada, uma vez que as elas nao apresentam antigenos A ou B. 


Tabela 27.6 Antigenos e anticorpos (iso-hemaglutininas) presentes no grupo sanguineo ABO. 


Tipo sanguineo 

Antigenos nas hemacias 
(tipagem direta) 

Anticorpos no plasma ou no soro 
(tipagem reversa) 

A 

A 

Anti-B 

B 

B 

Anti-A 

AB 

Ae B 

- 

O 

H 

Anti-A e anti-B 














Tabela 27.7 Genes, antlgenos presentes nas secregoes e fenotipo eritrocitario dos sistemas ABO e Lewis. 

Genes herdados 

Antigenos presentes nas secregoes 

Fenotipo eritrocitario 

Le, Se, H, ABO 

Le a , Le b , A, B, H 

ABO, Le (a-b+) 

Lele, Se, H, ABO 

A, B, H 

ABO, Le (a-b-) 

Le, sese, H, ABO 

Le a 

ABO, Le (a+b-) 

lele, sese, H, ABO 

- 

ABO, Le (a-b-) 

Le, Se, hh, ABO 

Le a *, Le b , A, B, H 

(Oh)**, Le (a-b+) 

Le, sese, hh, ABO 

Le a 

(Oh)***, Le (a+b-) 


* Presente em baixlssimas concentragoes. ** Bombay secretor. *** Bombay nao secretor. 


Em indivfduos secretores que apresentam pequenas quantidades de antfgenos ABO nas hemacias pode-se confirmar seu 
fenotipo com testes de inibigao de atividade de anticorpos anti-A e anti-B, por meio de substancias ABO soluveis presentes na 
saliva. Os anticorpos da classe IgM sao mais faceis de ser inibidos do que os IgG. As principais fontes de antfgenos ABO 
soluveis sao: saliva, plasma, lfquido seminal, lagrima, urina, bile e leite. Os indivfduos secretores tambem podem apresentar 
enzimas H e Le nos lfquidos corporeos. Os antfgenos ABO, como o H e Le, estao presentes nos glicolipfdios e glicoprotefnas 
das membranas de diversos tecidos, alem das hemacias, devendo ser considerados antfgenos de histocompatibilidade (ver 
Capftulo 26). 

Em decorrencia dos anticorpos naturais, e crucial, para a transfusao, que haja compatibilidade ABO do concentrado de 
hemacias a ser transfundido com o soro ou plasma do receptor, caso contrario o paciente podera apresentar um quadra de 
hemolise intravascular, seguida de alteracoes imunologicas e bioqufmicas, podendo ser fatal. Os anticorpos do sistema ABO 
ativam complemento; por isso, quando transfundido hemocomponente ABO incompatfvel, a reagao e hemolftica, podendo levar 
ao choque anafilatico e a coagulagao intravascular disseminada (CIVD). 

A transfusao mais adequada e a isogrupo, na qual o receptor e transfundido com hemocomponente do mesmo grupo 
sangufneo a que pertence, o que ocasiona melhor aproveitamento da bolsa transfundida pelo organismo do receptor (incremento 
transfusional). 

Biossintese dos antfgenos 

O gene H (FUT1), localizado no cromossomo 19q 13, produz uma enzima chamada a-2-L-fucosiltransferase, responsavel pela 
transference de uma L-fucose a D-galactose terminal da substancia precursora, formando o antfgeno El (Figura 27.3). Para 
formar os antfgenos A e B e necessario o antfgeno El (sistema 018). 

A substancia precursora e composta de uma cadeia de hidratos de carbono com a seguinte sequencia: N- 
acetilgalactosamina, D-galactose, N-acetilglicosamina e D-galactose. Portanto, nos indivfduos com gene H. ha produgao da 
fucosiltransferase que incorpora uma L-fucose a substancia precursora, produzindo o antfgeno H. O alelo h e considerado 
amorfo, nenhum produto antigenico esta associado a ele, ou seja, os indivfduos nao produzem o antfgeno H, por nao 
apresentarem o gene H, sendo portadores do fenotipo Bombay. Neles, a ausencia do antfgeno H impossibilita a formagao de 
antfgenos A e B. 

Os indivfduos com gene H que herdaram o gene A produzem a enzima a-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferase, a qual e 
responsavel pela incorporagao da N-acetilgalactosamina a D-galactose terminal na qual esta ligada a L-fucose que formou o 
antfgeno H. De modo semelhante, os indivfduos com HH e Hh que herdaram o gene B, produzem a enzima a-3-D- 
galactosiltransferase, responsavel pela incorporagao da D-galactose a mesma D-galactose terminal do antfgeno H. Os indivfduos 
do grupo sangufneo AB apresentam as duas enzimas ativas (a-3-N-acetil-D-galactosaminiltransferase e a-3-D- 
galactosiltransferase), portanto, expressam os dois antfgenos nas membranas das hemacias (Figura 27.4). 

Gene O e amorfo, isto e, nao tem produto genico. Desse modo, o antfgeno H nao sofrera transformagao nos indivfduos com 
genotipo HH ou Hh. O gene ABO e constitufdo por sete exons, codificando uma protefna com fungao enzimatica (transferase A 
ou B) com 353 aminoacidos. O gene A e considerado selvagem. O gene B difere do gene A em sete mutagoes missense (troca de 
um nucleotfdio) no DNA, e apenas quatro dessas mutagoes missense levam a mudanga dos aminoacidos na protefna e tres sao 



silenciosas, nao ocorrendo troca porque o codon modificado carreia o mesmo aminoacido na formagao da protema. A presenga 
da sequencia dos aminoacidos leucina-glicina-glicina, nas posigoes 266, 267 e 268, no exon 7, e que caracteriza o sitio catalidco 
da transferase A, que transporta a N-acetilgalactosamina ate o antigeno H, formando o antigeno A. Na transferase B essa 
sequencia e formada pelos aminoacidos metionina, glicina e alanina, que transporta a N-galactose ate o antigeno H, formando o 
antigeno B (Figura 27.5). Assim, e possivel notar que duas das quatro mutagoes missense estao envolvidas diretamente na 
mudanca do sitio catalidco das transferases A e B (Figura 27.6). 



Substancia precursora Antigeno H 

Figura 27.3 Esquema da biossintese do antfgeno H. 

Os portadores do gene O apresentam a delegao de um nucleotidio na posicao 261 (guanina) no 6, que acaiTeta a formagao 
de um codon de parada {stop codon), interrompendo a sintese da protema, que passa a ter apenas 116 aminoacidos, perdendo a 
sua funcao enzimatica por nao apresentar o sitio catalidco da enzima. 

Fenotipo Bombay (Oh) 

O individuo Bombay (Oh) nao produz a enzima a-2-L-fucosiltransferase, portanto, nao havera biossintese dos antigenos H, A e 
B nas hemacias. Caso o individuo nao seja secretor (se), tambem nao apresentara esses antigenos nos liquidos corporeos. As 
hemacias dos individuos Bombay nao aglutinam com anti-A, -B e -AB, parecendo pertencer ao grupo sanguineo O, embora, 
diferentes deste grupo, tambem nao aglutinem com anti-FI. 

Resumindo, o individuo Bombay nao possui nas hemacias os antigenos FI (AgH), A (AgA) e B (AgB); e, no soro, 
apresenta os anticorpos anti-H, anti-A e anti-B. Na necessidade de transfusao, somente podera receber sangue de individuo 
Bombay, uma vez que os anticorpos anti-FI presentes no seu plasma podem destruir as hemacias do grupo O (Quadro 27.1). 

Subgrupos de A e B 

Os subgrupos de A ou B sao identificados pelas discrepancias encontradas entre as provas (direta e reversa) do grupo sanguineo 
ABO. Os subgrupos de A, B e AB sao fenotipos que se distinguem de outros do mesmo grupo pela quantidade de antigenos 
expressos na membrana. Por exemplo, o subgrupo A| tem em torno de 1 milhao de sitios antigenicos por hemacia, enquanto o 
subgrupo A 2 , em media, 300 mil. A constatagao de subgrupos de A ocorreu ao se observar dois tipos de anticorpos no soro de 
individuos de grupo sanguineo B, ou seja, anti-A e anti-Ai. 

Com o uso dos anticorpos anti-Ai foi possivel observar que 80% dos individuos classificados como A reagem 
positivamente na presenga desse anticorpo, sendo classificados como A, ou A,B. No entanto, individuos sabidamente do grupo 
A, cujas hemacias nao aglutinam com anti-A h mas com anti-H, sao caracterizados como subgrupos de A. Aproximadamente 
19% dos individuos de grupo sanguineo A sao do subgrupo A 2 e uma minoria (< 1%), de outros subgrupos (p. ex., A int , A 3 , A x , 
A m etc.). 
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N-acetilgalactosamina 


D-galactose 
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D-galactose 
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f -' 

N-acetilgalactosamina 
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Quadro 27.1 Antigenos e anticorpos presentes no fenotipo Bombay (Oh). 

Tipo sanguineo 

Fenotipo Bombay 























Antigenos nas hemacias 

Nenhum 

Anticorpos no plasma ou soro 

Anti-A, Anti-B, Anti-H 



AntigenoA Antigeno B 


Figura 27.4 Esquema da biossintese dos antigenos H, AeB. 
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Figura 27.5 Alteragoes moleculares nos genes AeB. 
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Figura 27.6 Diferenga entre os sitios catalfticos das transferases A (A) e B (B). A sequencia leucina-glicina-glicina e o sitio de ligagao 
para o transporte da N-acetilgalactosamina, enquanto na transferase B, a galactose e transportada pelo sitio metionina-glicina-alanina. 

Os soros anti-A! utilizados para deteccao dos subgrupos podem ser preparados com soro sangumeo de indivfduos de grupo 
B absorvido com hemacias A 2 . Outra fonte de anticorpos humanos anti-A, pode ser proveniente de indivfduos com grupo 
sangumeo A 2 que apresentam este anticorpo (cerca de 2% dos indivfduos do grupo sangumeo A 2 e 25% dos indivfduos do grupo 
A 2 B apresentam anticorpos anti-A,). No entanto, hoje a maioria dos services de hemoterapia utiliza soro anti-A| comercial de 
lectina de soja extrafdo de sementes de Dolichos biflorus. 

Para a caractcrizacao de subgrupos de A, de B e de AB e importante utilizar o soro anti-H (especffico para lectinas da 
semente da leguminosa JJlex europaeus). Como os subgrupos se caracterizam por numero menor de antfgenos na membrana das 
hemacias, o uso do soro anti-H e importante, uma vez que no subgrupo sobra antfgeno H livre, que nao foi utilizado para 
biossfntese dos antfgenos A e B. A aglutinagao sera mais forte quanto maior for o numero de moleculas H livres na membrana 
do eritrocito. 

A quantidade de antfgeno H livre nas hemacias varia de acordo com o grupo ABO. O grupo O tem apenas antfgenos H na 
membrana dos eritrocitos, os demais grupos tem concentracoes decrescentes desse antfgeno livre, ou seja, O > A 2 > B > A 2 B > 
Ai > A ] B. Essa “sobra” de H ocorre nos subgrupos por existir H de cadeias lineares e de cadeias ramificadas. E certo que os 
subgrupos tem capacidade de “preencher” apenas os H lineares, enquanto o A,. B e A]B completam tambem as substancias H 
ramificadas. Essa deficiencia de “preenchimento” esta na enzima transferase, que nao consegue transferir o agucar para a cadeia 
precursora. 

Os subgrupos de B sao menos frequentes no Brasil que os subgrupos de A, e mais comuns em povos orientals, 
classificados como B, B 3 , B m e B x . Os subgrupos do sistema ABO sao variantes moleculares da transferase A por mutagao 
pontual ou delegao da enzima nativa, levando a diminuicao da atividade catalftica da enzima. Portanto, no subgrupo A 2 , a 
substituigao de uma citosina por timina no nucleotfdio 467 ocasiona a troca do aminoacido 156 prolina por leucina e a delegao 
de uma citosina entre os nucleotfdios 1059 a 1061, leva a perda do codon de parada acrescentando mais 21 aminoacidos a 
enzima. Essas modificagoes interferem na atividade da enzima, que passa a formar aproximadamente 300 mil sftios do antfgeno 
A. Apesar dessa diminuigao no numero de antfgenos A, ainda e possfvel obter uma reagao forte com os soros anti-A comerciais 
de boa procedencia, fazendo com que nem sempre se possa distinguir alguns subgrupos dos indivfduos Ai. 

Da mesma maneira, os portadores da mutagao do nucleotfdio guanina por adenina da posigao 871, que leva a substituigao 
do aminoacido 291 de acido aspartico (Asp) por asparagina (Asn), afeta sensivelmente a atividade catalftica da transferase A 3> , 
que so consegue formar aproximadamente 30 mil antfgenos A em cada eritrocito. Ja os portadores da variante A x , formada pela 
substituigao de uma fenilalanina (Phe) por isoleucina (He) no aminoacido 216, apresentam uma capacidade muito pequena de 
ligar a N-acetilgalactosamina a substancia H, formando em torno de 3 mil antfgenos A. Isso dificulta a aglutinagao entre as 
hemacias, prejudicando a elucidagao do grupo sangumeo desses indivfduos pela prova direta. 

Subgrupos de A e B, que apresentam baixa quantidade de sftios antigenicos na membrana do eritrocito, sao evidenciados 
pela discrepancia encontrada entre a tipagem direta e a reversa. O numero de antfgenos e tao baixo que, na tipagem direta, os 
antissoros comerciais anti-A ou anti-B, apesar de ligados aos respectivos antfgenos, podem nao promover a aglutinagao, ou esta 
ser mais fraca, provocando duvidas quanto ao grupo sangumeo. A prova reversa, no entanto, ira demonstrar o anticorpo natural 
anti-A ou anti-B, contrario ao antfgeno presente, ajudando a determinar o grupo sangumeo do indivfduo (Tabela 27.8). 

Problemas tecnicos relacionados com a tipagem sangumea 

Resultados falso-negativos podem ser observados em algumas situagoes, tais como: soro ou antissoro nao adicionado a prova 
















realizada; identificagao de hemolise como reagao negativa; proporgao incoiTeta entre hemacias e plasma, soro ou antissoro; 
intensidade e/ou tempo de centrifugacao incorretos; eiTos na interpretagao ou no registro dos resultados. 

E importante mencionar que os recem-nascidos nao apresentam os anticorpos naturais anti-A ou anti-B, uma vez que eles 
serao formados no infcio da alimentagao, momento em que o sistema imune da crianga reconhece estruturas semelhantes aos 
antfgenos A ou B, formando os anticorpos naturais, do tipo IgM. Pela falta de anticorpos e desaconselhavel a tipagem reversa 
nessa fase. 

Na tipagem ABO, em decorrencia da imunossupressao, a prova reversa (anticorpos) e a prova direta (antfgenos) podem 
tambem ser discordantes em idosos e indivfduos com hipogamaglobulinemia, agamaglobulinemia e leucemias agudas. 

Ja os resultados falso-positivos podem ocorrer em casos como: utilizagao de vidraria suja para o teste; contaminagao de 
reagentes, hemacias ou da solugao salina fisiologica; erros na interpretagao da aglutinagao ou no registro dos resultados e 
outros. Desse modo, e importante observar a concordancia entre as provas direta e reversa. 

■ Sistema Rh (sistema 004) 

O grupo sangufneo Rh foi descoberto em 1940 por Karl Landsteiner e Alexandre Wiener, em experimentos com hemacias de 
macacos rhesus inoculadas em coelhos. Nessa epoca, os pesquisadores observaram que os anticorpos produzidos pelo coelho 
eram capazes de aglutinar nao so as hemacias dos macacos mas tambem as hemacias humanas em 85% dos indivfduos de etnia 
branca. O soro anti-D utilizado atualmente nao e de macacos rhesus, mas, sim, produzido de clones celulares especfficos para 
essa final idadef 

Um ano antes, Philip Levine e Rufus Stetson 6 ja haviam relatado um caso parecido, que denominaram eritroblastose fetal, 
envolvendo um natimorto. A mae da crianga manifestou reagao ao receber sangue de seu marido, ambos do grupo O. A mulher 
teria sido imunizada por antfgenos paternos, carreados pelo feto. Esses anticorpos, nao pertencentes aos sistemas sangufneos ate 
entao conhecidos (ABO, MN e P), teriam sido responsaveis pela reagao transfusional e mais tarde relacionados com o sistema 

RH. 

O sistema RH e muito polimorfico e atualmente sao reconhecidos por volta de 49 antfgenos, dos quais cinco sao os mais 
importantes: D, C, E, c, e. O antfgeno D nao tem alelo, portanto, o “d” nao existe; muitas vezes a letra “d” e utilizada, 
didaticamente, para designar ausencia desse antfgeno. Indivfduos portadores do antfgeno D sao considerados Rh positivo, 
enquanto o Rh negativo nao apresenta o D. 

Os antfgenos do sistema RH sao expressos apenas nas hemacias. Dois genes controlam a sfntese das protefnas Rh: gene 
RHD codifica a produgao da protefna RhD e nao tem alelo; gene RHCE, que contem quatro alelos ( RHCE , RHCe, RhcE, Rhce), 
codifica a produgao da protefna RhCE (ce). 


Tabela 27.8 Tipagem direta e reversa dos subgrupos de A e B (intensidade de reagao frequentemente 
encontrada). 
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+1 a +4: intensidade crescente da aglutinagao. 

+* Presenga de anti-AI nao e constante nestes fenotipos. 
** Aglutinagao em padrao de campo misto. 

± Aglutinagao fraca. 


Os genes RHD e RHCE, presentes no cromossomo 1, na posigao 1 p36.11, apresentam dez exons, que codificam as 
protefnas RHD e RHCE, com homologia de 92% entre etas. As protefnas D, C/c e E/e sao grandes, com 417 aminoacidos 
transmembranares passando 12 vezes pela membrana do eritrocito, configurando a existencia de seis segmentos extracelulares, 
onde estao localizados os diferentes epltopos antigenicos (Figura 27.7). 

A protefna D difere das protefnas C/c e E/e entre 32 e 36 aminoacidos. A protefna C difere da c em quatro aminoacidos, 
nas posigoes 18, 60, 68 e 103. Esta ultima (103) apresenta troca de serina por prolina e, por estar localizada no segmento 
extracelular, e responsavel pela antigenicidade. A diferenga entre “E” e “e” ocori'c em um unico aminoacido, entre prolina e 
alanina, na posigao 226, no segmento extracelular, justificando a antigenicidade (Figura 27.8). 

Os loci dos genes RHD e RHCE sao sequenciais e estao estreitamente ligados, sendo transmitidos na forma de haplotipos 
durante a meiose (transmissao em bloco), conforme definidos em 1996 por Patricia Tippett. Existem oito haplotipos possfveis: 
DCe, DcE, dee. Dee, dcE, dCe, DCE. dCE. que combinados em pares resultam em 36 genotipos. 

Entre as fungoes das protefnas do sistema RH estao o transporte de amonia e a estabilidade da membrana, pelas interagoes 
com fosfolipfdios e protefnas de membrana do citoesqueleto eritrocitario, constituindo grande area de estudos do complexo RH. 
Um indivfduo Rh nu n ( / ) sofre de anemia hemolftica por nao apresentar antfgenos (protefnas) D, C/c e E/e na membrana 

dos seus eritrocitos. 


il 

11 



Figura 27.7 Protefna RhD: representagao esquematica na membrana do eritrocito. 

Varias nomenclaturas foram usadas para designar o sistema RH em decorrencia das teorias propostas por Fisher e Race, em 
1946, e Wiener et al., em 1963. Segundo Fisher e Race, a heranga dos antfgenos se faz por meio de genes distintos, porem 
extremamente ligados, localizados no cromossomo 1. A nomenclatura utilizada pelos autores para designar a terminologia CDE 
sao: R 0 , R|, R 2 , r, r’, r” e r y . Ou seja: R 0 = Dee; R| = DCe; R 2 = DcE; R z = DCE; r = dee; r’ = dCe; r” = dcE; r y = dCE. A teoria 
de Wiener 5 sugere que a produgao de cada antfgeno seria controlada por um unico locus, ou seja, um unico gene seria 
responsavel pela produgao de varios determinantes antigenicos. A terminologia utilizada pelo autor foi Rh-hr. Rh 0 = D; rh’ = C; 
rh” = E; hr’ = c; hr” = e. 






















Variantes do antfgeno D 


Dfraco (antigo D u ) 

A denominagao D fraco veio em substituigao ao que antigamente era chamado de D u . Indivfduos portadores da variante D fraco tem 
menor quantidade de antfgenos D expressos nas hemacias, de modo que apresentam uma reacao de aglutinagao fraca ou 
negativa com soros anti-D (a temperatura ambiente [TA] ou apos a incubagao a 37°C); no entanto, a aglutinagao das hemacias 
pode aumentar ou ocorrer apos a adicao de soro de Coombs. Com positividade em qualquer fase, o indivfduo e considerado Rh 
positivo (Figura 27.9). 

O polimorfismo quantitativo, com numero reduzido de antfgenos RhD por hemacia, ocorre sem aparente perda de epftopos; 
dessa maneira, o antfgeno D apresenta o mosaico completo. A causa da diminuigao da expressao esta nas mutacoes de ponto 
missense no gene RHD (substituigoes de aa nas rcgioes transmembranares ou intracelulares da protefna). Atualmente, sao 
conhecidas mais de 50 mutagSes diferentes de RhD fraco caracterizadas pela biologia molecular. 

As hemacias de indivfduos portadores da variante RhD fraco sao consideradas RhD positivo e, por possufrem o antfgeno D 
completo, podem sensibilizar o receptor ao serem transfundidas em paciente RhD negativo. Os testes laboratoriais para 
identificagao do antfgeno D fraco serao descritos mais adiante. 
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Figura 27.8 Estrutura esquematica demonstrando as diferengas entre os sitios antigenicos das proteinas D e CE na membrana da 
hemacia. 



intracelulares. 

Anti'geno D parcial 

Essas variantes apresentam alteragoes qualitativas do antfgeno D pela falta de um ou mais epftopos e, quando associadas a 
alteragoes quantitativas, dificultam o diagnostico. Dos mais de 30 epftopos ja identificados, nove (epDl a epD9) sao 
considerados os mais imunogenicos. 













































































































































































































































Como visto anteriormente, os genes RHD e RHCE apresentam 10 exons com homologia de 92%. Os loci dos genes RHD e 
RHCE estao estreitamente ligados e sao transmitidos na forma de haplotipos durante a meiose. Nesse processo, pode ocorrer 
crossing over com insergao e/ou substituigao dos epltopos de C e E na molecula D ou mutagao de ponto missense no gene RHD, 
provocando alteragao de aminoacidos dispersos nas algas extracelulares da protelna. Com isso, a protelna expressa na 
membrana do eritrocito deixa de ser um D completo por conter partes do CE integradas. Atualmente, estao identificadas por 
volta de 50 mutagoes para o D parcia i (Figuras 27.10 e 27.11). 

A dificuldade na detecgao laboratorial de um indivlduo portador de antlgeno D parcia i depende da variante em questao 
(quantidade de epltopos alterados). Na maioria das vezes, o D parcia i e facilmente fenotipado como RhD positivo, o que pode 
significar um problema quando se tratar de um receptor de concentrado de hemacias. O paciente D parcia i, ao receber transfusao de 
uma bolsa de concentrado de hemacias RhD positivo, pode desenvolver anti-D. Na realidade esses anticorpos sao formados 
contra os epltopos ausentes. 

Existe ainda o indivlduo RhD parciaI fraco , que apresenta altcracoes qualitativas e quantitativas do antlgeno D, podendo ser 
tipado erroneamente como RhD negativo. Caso seja um doador de sangue, o receptor Rh negativo pode desenvolver anti-D 
quando exposto a essas hemacias. 

Algumas variantes de D parcia i ou D parcia i fraco , que apresentam delegao de grande quantidade de epltopos, acabam sendo 
descobertas na cllnica medica quando o receptor desenvolve anticorpos anti-D. Muitas vezes, a detecgao do antlgeno D parcial nao 
depende somente da qualidade dos soros comerciais anti-D (monoclonais ou mono+policlonal), mas tambem dos clones de 
produgao desse produto. A utilizagao de antissoros confeccionados com diferentes clones aumenta a diversidade de anticorpos 
contra um maior numero de epltopos. Portanto, o ideal e que um indivlduo D parcia i seja considerado RhD positivo quando doador 
de sangue e RhD negativo quando receptor. 


Tipagem 

Como no teste de ABO, a tipagem Rh em tubo emprega hemacias a 5% em solugao salina fisiologica e soro comercial anti-D. 
Recomendam-se dois soros comerciais anti-D, preferencialmente de diferentes marcas e clones. Muitas empresas utilizam os 
mesmos clones para fabricar seus produtos, por essa razao e de grande importancia que se observe a composigao dos reagentes, 
ampliando a variabilidade de clones. 

O soro anti-D convencional tem alta concentragao de protelnas e aditivos que potencializam e facilitam a reagao 
antlgenoanticorpo. Desse modo, na tipagem do antlgeno D deve ser usado, paralelamente, outro tubo contendo as hemacias a 
5% e soro-controle Rh. E necessario que ambos, soro anti-D e controle Rh, sejam da mesma procedencia (mesmo fabricante), 
assim, o controle Rh apresentara as mesmas concentragoes de protelnas e aditivos que o reagente anti-D, sem conter o 
anticorpo. 
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Figura 27.10 Diferentes mutagoes originando alelos hlbridos entre D e CE. Exons dos genes RHD (cinza claro) e RHCE (cinza 













































escuro), bem como a integragao de parte do CE nos diferentes tipos D variante. 



Figura 27.11 Estrutura esquematica da protefna D parC j a |. Os pontos em cinza escuro caracterizam mutagoes extracelulares. 

Importante ainda ressaltar que os tubos contendo anti-D e o controle Rh devem ser analisados juntos em todas as etapas do 
teste. O resultado da tipagem RhD somente podera ser aceito se nao houver aglutinagao do tubo controle em nenhuma etapa. 
Havendo positividade do controle Rh, o resultado nao podera ser liberado. 

A aglutinagao diante do controle Rh geralmente ocorre quando as hemacias testadas estao sensibilizadas in vivo com 
anticorpos. Nesse caso, apos repetir o teste, confirmando ainda a positividade, deve-se realizar o teste da antiglobulina direta 
(TAD ou Coombs direto). 

TAD positivo pode interferir na tipagem sangufnea, principalmente nos testes Coombs-dependentes (descrito 
posteriormente). Utilizar um anti-D salino na execugao da tipagem pode auxiliar na solugao do problema. 

Provas laboratoriais para determinar anti'geno D fraco 

A determinagao do antfgeno D fraco e efetuada laboratorialmente do seguinte modo: a uma gota de suspensao de hemacias 
acresce-se uma gota de soro anti-D, centrifuga-se e se verifica a presenga ou nao de aglutinagao. Sem aglutinagao, essa amostra 
e incubada a 37°C por 15 min, centrifugada novamente para observar se ha aglutinagao. Caso nao haja ou se ela for muito fraca, 
as hemacias devem ser lavadas tres vezes com soro fisiologico, para retirar o excesso de anti-D. Adicionam-se, entao, duas 
gotas de soro de Coombs (antigamaglobulina humana). Se houver aglutinagao ou aumento da intensidade dela nessa fase, 
considera-se como D fraco e o indivfduo RhD positivo. Nas reagoes negativas, apos utilizar o soro de Coombs, e importante 
acrescentar uma gota de hemacias humanas, sensibilizadas por anticorpos IgG. A reagao verdadeiramente negativa torna-se 
positiva. E importante que nos resultados de aglutinagao as intensidades sejam anotadas em cruzes: 1+, 2+, 3+. 

Anticorpos eritrocitarios 


■ Anticorpos naturais e imunes 

Os anticorpos podem ser classificados basicamente em dois grupos: naturais e imunes. Anticorpos naturais sao aqueles que os 
individuos apresentam sem sensibilizagao previa, como no sistema ABO. Esses anticorpos sao chamados de iso-hemaglutininas, 
predominantemente IgM. 

As iso-hemaglutininas ou isoaglutininas foram identificadas por Landsteiner ao estudar esses antfgenos. A sua produgao e 
induzida por polissacarfdeos e por lectinas provenientes de celulas bacterianas e de vegetais, respectivamente, semelhantemente 
aos antigenos do sistema ABO. Assim, o indivfduo do grupo A, ao ter contato com antfgenos de fontes exogenas semelhantes a 
A e B, apenas produzira anticorpos anti-B; da mesma forma, o indivfduo do grupo B produzira anti-A. Essa resposta imune e do 
tipo T-independente e, em sua maioria, IgM. O indivfduo do grupo sangufneo O apresenta anti-AB, sendo grande parte da classe 
IgG. Este anticorpo, se adsorvido do soro por hemacias do tipo A, ao ser elufdo podera aglutinar hemacias do tipo B (na maioria 
das vezes mais fracamente), demonstrando nao se tratar de um anticorpo especffico contra A ou B. 

Anticorpos naturais comegam a ser detectados a partir dos 3 a 6 meses de idade, alcangando o tftulo maximo por volta dos 
5 a 10 anos de vida, permanecendo assim ate a fase adulta. No recem-nascido, no idoso, em individuos imunodeprimidos com 
hipogamaglobulinemia, agamaglobulinemia e em pacientes com leucemias agudas, as iso-hemaglutininas podem estar 
diminufdas ou ate ausentes. Os anticorpos anti-A e/ou anti-B imunes ou irregulares ocorrem em fungao de estfmulos com 





















substancias grupo-especificas A ou B, que podem aparecer nas seguintes situacoes: 

• Heteroimunizagao por substancias de origem animal ou bacteriana, como nas infecgoes bacterianas intestinais, na soroterapia 
antidifterica ou antitetanica 

• Aloimunizagao por gravidez ou por transfusao sanguinea incompatlvel. 

Esses anticorpos tem significado clinico quando sao ativos a 37°C e/ou detectados na fase de Coombs. Sao na maioria IgG 
ou IgM, reagentes ate a fase quente. Estao normalmente envolvidos em reagao transfusional imediata ou tardia. Considera-se 
reacao imediata quando ocorre ate 24 h depois do inicio da transfusao; apos esse tempo, e considerada tardia, podendo surgir 
dias depois. 

Os anticoipos que geralmente causam reagao hemolitica sao: ABO, Rh, K, Fy, Jk, Ss e Di. Outros que rotineiramente nao 
sao considerados “perigosos”, porem importantes se reagirem a 37°C sao: Le, M, N, P| e Lu. Portanto, deve-se ficar atento ao 
tipo de reatividade do anticorpo in vitro, como: temperatura da reagao, grau de reatividade, classe do anticorpo, subclasse e 
capacidade de ativagao do complemento. Esses sao os anticorpos encontrados mais frequentemente, porem, existem outros 
tambem relevantes clinicamente. Alguns podem provocar anemia hemolitica do recem-nascido (HPN). 

Os anticorpos podem ser definidos como completos e incompletos. Os completos sao denominados “aglutinantes”, porque 
sao capazes de aglutinar em meio salino, a temperatura ambiente. Os incompletos, ou “nao aglutinantes”, necessitam de 
mecanismos artificiais para redugao do potencial zeta, tais como: meio albuminoso, polietilenoglicol (PEG) ou LISS. 

Potencial zeta e o equilibrio entre as forgas de coesao e de repulsao que separam as hemacias, impedindo a aglutinagao 
espontanea entre os eritrocitos. Utilizar potencializadores, como albumina bovina a 22%, PEG, solugao de baixa forga ionica 
(LISS), entre outros, objetiva reduzir o potencial zeta. No entanto, o uso desses potencializadores deve ser criterioso para nao 
baixar o potencial zeta alem do seu ponto crftico, o que pode causar aglutinagao inespecifica, provocando uma reagao falso- 
positiva. 

■ Teste de Coombs direto ou teste da antiglobulina direta 

Esse teste avalia se a hemacia do paciente esta sensibilizada com anticorpos ou com proteinas do sistema complemento. O teste 
em tubo consiste em lavar 50 ui' de hemacias tres vezes com solugao salina a 0,9%, desprezando totalmente o sobrenadante na 
ultima lavagem, ressuspendendo para 1 m (:' (± 5%). Dispensar uma gota dessa suspensao em tubo e acrescentar duas gotas de 
soro de Coombs ou antigamaglobulina humana (AGH) mono ou poliespecifico. Caso o resultado seja negativo, deve-se 
acrescentar a reagao uma gota de hemacias humanas, sensibilizadas com IgG. Na reagao verdadeiramente negativa havera 
aglutinagao das hemacias sensibilizadas. A positividade do teste da antiglobulina direta (TAD) indica a existencia de anticorpos 
aderidos a membrana do eritrocito. Recomendam-se a classificagao e a identificagao do anticorpo, ja que a classe a que pertence 
e de grande auxilio para o medico no direcionamento do tratamento (Figura 27.12). Para identificar se o anticorpo e contra 
algum antigeno do sistema eritrocitario, este deve ser eluido das hemacias e analisado contra um painel de hemacias 
fenotipadas. A tecnica em gel centrifugagao e muito mais sensfvel e, geralmente, nao necessita de lavagem previa das hemacias. 
A suspensao e efetuada de acordo com o fabricante e dispensada no cartao para centrifugagao e leitura. 



Figura 27.12 Identificagao da classe do anticorpo TAD pela tecnica de gel centrifugagao com positividade para IgG. 

■ Teste de Coombs indireto 

Utilizado em muitos ensaios laboratoriais, e assim denominado porque os anticorpos nao se encontram previamente aderidos as 
hemacias, sendo a investigagao efetuada de forma indireta, in vitro. Para isso, o soro, o plasma ou o antissoro e dispensado com 
as hemacias a fim de provocar sensibilizagao. 

A tecnica de Coombs indireto e usada laboratorialmente em varios ensaios, como: na pesquisa do D fraco , fenotipagem de 
alguns antigenos eritrocitarios, pesquisa de anticorpos irregulares (PAI), identificagao de anticorpos irregulares (IAI), prova de 
compatibilidade transfusional (PC), entre outros. O teste em tubo consiste em tres fases: imediata a temperatura ambiente 
(T.A.), incubagao a 37°C (o tempo depende do que esta sendo pesquisado) e acrescimo de duas gotas do soro de Coombs mono 
ou poliespecffico, apos tres lavagens com soro fisiologico. Entre a leitura imediata e a incubagao a 37°C, em alguns testes como 
PAI, LAI e PC, podem ser adicionados potencializadores (Figura 27.13). Quando executado pela tecnica de gel centrifugagao, o 
teste mostra-se mais sensivel, de facil execugao e interpretagao. 

Deve-se sempre estar atentos as bulas dos reagentes, uma vez que o tempo de incubagao, fases de leitura (centrifugagao) e 
o soro de Coombs podem variar de acordo com as marcas e os potencializadores a serem utilizados. 

A albumina bovina aumenta a constante dieletrica do meio, agindo na ligagao entre as hemacias e os anticorpos, 
expulsando a agua. Assim, favorece a diminuigao do potencial zeta, o que facilita a atragao eletrostatica e torna possfvel a 
aglutinagao por moleculas de IgG. Atualmente, a albumina bovina esta sendo substitufda pelo PEG, um polfmero cuja agao 
consiste na eliminagao de agua ao redor das hemacias, facilitando a sensibilizagao pelos anticorpos. Na comparagao entre os 
dois reagentes, o PEG tem-se mostrado mais eficaz. 

A enzima e utilizada para degradar parte das proteinas das membranas das hemacias, possibilitando um rearranjo dos 
antigenos e facilitando o acesso do anticorpo. Alem disso, ao degradar as proteinas, reduz a carga negativa da membrana do 
eritrocito, diminuindo o potencial zeta. Sua escolha deve ser criteriosamente estudada e usada apenas como teste complementar, 
uma vez que alguns antigenos proteicos, como o MNS, Duffy, Xg e outros (Tabela 27.9), podem ser degradados, dependendo 
da enzima utilizada. 

O LISS causa menor interferencia na uniao Ag-Ac, facilitando a sensibilizagao das hemacias em menor tempo de 
incubagao. A American Association of Blood Bank (AABB) preconiza o uso de hemacias sensibilizadas com IgG em todas as 
reagoes negativas, apos o de soro de Coombs mono ou poliespecffico, para a confirmagao do resultado nos testes em tubo. 












Figura 27.13 Organograma de execugao do teste de Coombs indireto. 


Tabela 27.9 Diagrama de antfgenos para pesquisa de anticorpos irregulares usadosna PAI. 

Painel de Antigenos para Pesquisa de Anticorpos Irregulares 
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* Antfgenos degradados com tratamento enzimatico. 


Pesquisa de anticorpos irregulares 

A pesquisa de anticorpos irregulares (PAI) e, muitas vezes, chamada erroneamente de Coombs indireto, mas, como ja visto, o 
ultimo trata-se de um teste laboratorial utilizado para varios ensaios, entre eles a PAI. 

Para sua execugao em tubo, e aconselhavel o emprego de soro em vez de plasma. Quando se utiliza o plasma, a reagao 
hemolitica, que e de grande importancia clinica, nao pode ser visualizada. Isso porque o complemento, um dos responsaveis 
pela hemolise, necessita do calcio para ser ativado, e este nao esta disponivel quando se coleta o sangue com anticoagulante, 
uma vez que e quelado pelo EDTA ou pela formagao de complexo insoluvel quando usado o citrato de sodio. 

Diante disso, e facil concluir que a inativagao do soro por aquecimento a 56°C nao e apropriada, pois nesse procedimento 
se perde o complemento. Outro fator importante e que os anticorpos e complemento sao elementos labeis e podem ser 
degradados na estocagem; assim, e aconselhavel empregar amostra recem-coletada. 

Algumas vezes, a PAI pode apresentar resultado “falsonegativo”, isto e, o paciente esta sensibilizado, porem nao e possivel 
observar teste com reagao positiva. As causas mais frequentes sao erro tecnico: falta o antigeno especifico no reagente de 
hemacias ou ha pouca quantidade de anticorpos no soro (titulo baixo). Nesses casos, mesmo com reagentes potencializadores, 
ainda e possivel nao se observar a aglutinagao. 

A PAI e um teste obrigatorio na amostra de doadores de sangue (como teste pre-transfusional), para gestantes, 
principalmente as Rh-negativo, entre outros. O metodo e o de Coombs indireto, ou seja, coloca-se o soro ou plasma a ser testado 
contra hemacias comerciais do grupo O, fenotipadas para os antigenos mais frequentes. Como visto anteriormente, o teste e 
composto por tres fases: a temperatura ambiente (meio salino e proteico), a 37°C e fase de Coombs (uso das hemacias 
sensibilizadas com IgG nos resultados negativos; ver Tabela 27.9). A importancia de utilizar hemacias comerciais, nao in house, 
e que as empresas procuram disponibilizar a maior diversidade de antigenos possivel em seus reagentes. Quando executado pela 
tecnica de gel centrifugagao, o teste mostra-se mais sensivel, de facil execugao e interpretagao. 

A PAI passou a ser obrigatoria na triagem de doador de sangue porque os anticorpos irregulares, quando encontrados, estao 
presentes nas bolsas de hemocomponentes, podendo reagir contra as hemacias do receptor, caso encontrem os antigenos 
correspondentes. Ha varias razoes que justificam a necessidade da PAI na amostra do receptor. Um exemplo e a possibilidade 
de o servigo de hemoterapia identificar o anticorpo e providenciar bolsas de sangue compativeis, em tempo habil, antes de um 
procedimento cirurgico. Outra possibilidade e os anticorpos do receptor apresentarem efeito de dose, isto e, positivarem apenas 
quando o antigeno esta em homozigose. Nesse caso, a PAI pode ser positiva (pelo antigenos em homozigose), mas a prova de 
compatibilidade negativa, pois o antigeno no concentrado de hemacias a ser transfundido esta em heterozigoze (bolsa 















































incompatfvel). O inverse* tambem e verdadeiro, a PAI podera se apresentar negativa, pela ausencia do antfgeno correspondente 
nas hemacias utilizadas para o teste, porem presente nas hemacias a serem transfundidas; aqui, a prova cruzada sera positiva 
(incompatfvel). Por essa razao e que, atualmente, ambos os testes sao obrigatorios. 

Todas as gestantes deveriam ter pelo menos uma PAI durante o perfodo pre-natal. Embora a maior incidencia da doenga 
hemolftica do recem-nascido (DHRN) ou doenga hemolitica perinatal (DHPN) ocorra por anti-D, outros anticorpos tambem 
podem estar envolvidos. No caso do teste apresentar positividade, e necessario titular o anticorpo e recomendar sua 
identificagao. Como exemplo, uma gestante RhD negativo sensibilizada por anti-K. Frente ao resultado de PAI positivo, sem 
identificagao do anticorpo, o medico poderia inferir se tratar de anti-D e deixar de administrar a imunoprofilaxia. Dessa forma, 
alem do anti-K, esta mulher poderia desenvolver tambem o anti-D. A titulagao e necessaria para servir de alerta quanto ao 
aumento de anticorpos sericos no soro da gestante, que podem passar para o feto. Caso este tenha herdado o antfgeno paterno 
correspondente ao anticorpo, podera desenvolver DHPN. 

Quando uma gestante apresenta anticorpos irregulares, e frequente o medico solicitar novo exame no decorrer do perfodo 
gestacional. Nesses casos, e recomendado que seja guardada uma alfquota da ultima amostra, em freezer a -20°C ou menos. O 
objetivo e fazer com que, toda vez que a paciente retornar para novo teste, o tftulo do anticorpo seja efetuado utilizando o soro 
atual e o anterior, paralelamente. O resultado da titulagao pode variar de acordo com a quantidade de antfgenos presentes nas 
hemacias, por isso e muito importante que os soros sejam testados com o mesmo lote de hemacias, para comparagao. 

Identificagao de anticorpos irregulares 

A identificagao de anticorpos irregulares (IAI) e realizada utilizando soro ou plasma do paciente contra um painel de hemacias 
comercial, fenotipadas pelo metodo de Coombs indireto. A quantidade de frascos contendo essas hemacias varia de acordo com 
a empresa fornecedora do painel, apresentando-se em suspensao (a concentragao depende da tecnica a ser utilizada) e em 
frascos numerados. As hemacias do painel sao do tipo O, RhD positivas e negativas, fenotipadas para os antfgenos mais 
frequentes e sensibilizantes (Tabela 27.10). Acompanha o painel de hemacias um diagrama contendo o perfil fenotfpico de cada 
hemacia. 

A presenga de aglutinagao ante diferentes eritrocitos possibilita identificar o anticorpo. Na Figura 27.14, houve aglutinagao 
nos tubos 1, 2, 3, 8 e 10, portanto, basta procurar em cada uma das colunas do diagrama o perfil de aglutinagao obtido. 

Prova cruzada ou de compatibilidade maior 

A prova cruzada (PC) e realizada antes da transfusao de concentrado de hemacias por meio da tecnica de Coombs indireto. O 
teste em tubo consiste em colocar o soro ou plasma do paciente (100 p/) em contato com as hemacias da bolsa a ser 
transfundida (uma gota ou 50 u/ de hemacias a ± 5%). O ensaio deve ser executado em todas as fases: salina e proteica a TA, 
adigao de um potencializador, levando a 37°C (o tempo varia de acordo com o reagente utilizado), lavagem das hemacias tres 
vezes em solugao salina e descarte total do sobrenadante antes de acrescentar duas gotas de soro de Coombs. Caso o resultado 
seja negativo, adicionar uma gota de hemacias sensibilizadas com IgG. O teste executado pela tecnica de gel centrifugagao 
mostra-se mais rapido, sensfvel, de facil execugao e interpretagao, alem de possibilitar o registro dos resultados. 

A bolsa de sangue somente e liberada para transfusao se o resultado da prova for negativo em todas as fases. E importante 
sempre estar atento as bulas dos reagentes, uma vez que alguns potencializadores nao permitem leitura em todas as fases do 
teste (p. ex., PEG). Os tempos de incubagao tambem podem ser diferentes. 

Essa prova, importantfssima, avalia a presenga de anticorpos do receptor contra as hemacias a serem transfundidas. 
Multfparas ou pacientes previamente transfundidos podem apresentar anticorpos imunes contra antfgenos presentes na bolsa, 
sendo entao a prova cruzada essencial como teste pre-transfusional. 

Caso a prova cruzada apresente resultado positivo (incompatfvel) e necessaria a identificagao do anticorpo para que se 
possa escolher uma bolsa de concentrado de hemacias, preferencialmente isogrupo, destitufda do antfgeno correspondente ao 
anticorpo presente. 

Na transfusao em carater de urgencia, as hemacias podem ser liberadas sem a prova de compatibilidade, mas, sempre que 
possfvel, compatibilizar para os antfgenos ABO e RhD. Nesse caso, o laboratorio devera seguir com a PC enquanto transcorre a 
transfusao. Para liberagao da bolsa sem a prova de compatibilidade, o medico solicitante deve assinar um termo de 
responsabilidade, no qual declara estar ciente dos riscos inerentes ao ato. 

■ Doenga hemolitica do recem-nascido 

Essa enfermidade e causada por incompatibilidade sangufnea materno-fetal com anticorpos maternos imunes (IgG) que 


atravessam a placenta. Caso o feto tenha herdado os antfgenos correspondentes, esses anticorpos os reconhece e se ligam, 
provocando a destruicao de suas hemacias, principalmente na segunda metade da gestagao. 

A imunizagao matema comumente decorre de transfusao ou gestagoes previas. A quantidade de sangue fetal recebida pela 
gestante normalmente e insignificante, mas pode ser maior por ocasiao da ruptura dos vasos da placenta durante gravidez ou 
parto. 

A DHRN, ou DHPN, geralmente tem infcio na vida intrauterina. A gravidade da doenga depende da quantidade de 
hemacias hemolisadas, com quadras graves de anemia intrautero que podem levar o feto a obito por insuficiencia cardiaca. A 
anemia e a ictericia nas primeiras 24 h apos o parto podem evoluir com hepatomegalia e esplenomegalia. Em fungao da intensa 
hemolise, e comum o aparecimento de eritroblastos circulantes, daf a primeira denominagao da doenga ter sido eritroblastose 
fetal. 


Tabela 27.10 Diagrama do painel de antfgenos utilizado na identifica^ao de anticorpos irregulares. 
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Figura 27.14 Representagao da aglutinagao em tubo para identificar o anticorpo irregular. 


A crianga geralmente nasce sem sinais de ictericia. A hiperbilirrubinemia pode ocorrer apos o nascimento, pois, na vida 
intrauterina, a bilirrubina derivada da hemoglobina passa para a circulagao materna, sendo catabolizada no figado da mae. No 
entanto, no recem-nascido, pela reduzida quantidade de glucoroniltransferase hepatica, pode haver acumulo de bilirrubina livre, 
que e toxica e lipossoluvel e, quando depositada em celulas cerebrais, pode causar kernicterus, e resultar em deficiencia mental 
grave, lesoes neuromotoras e paralisia (Figura 27.15). 


Incompatibilidade sangumea materno-fetal no sistema ABO 

A incompatibilidade materno-fetal decorrente do sistema ABO geralmente se da em criangas do tipo A ou B, geradas por maes 
do grupo O. Nessas maes, os anticorpos anti-A e/ou anti-B sao imunes (IgG). A incompatibilidade materno-fetal ABO e a mais 
frequente, acometendo, na maioria das vezes, recem-nascidos do grupo A, manifetando-se quase sempre de maneira discreta, 
embora existam casos de re agues fortes, com necessidade de procedimentos drasticos, como a exsanguineotransfusao. 

Para diagnostico dessa incompatibilidade, deve-se realizar o TAD ou prova de Coombs direto nas hemacias do cordao 































































umbilical ou do sangue venoso do recem-nascido (Figura 27.16). Quando o resultado for positivo, para elucidagao do caso, o 
anticorpo podera ser elufdo e testado contra as suspensoes de hemacias Al, B e O (3 a 5%). No entanto, deve-se salientar que, 
em alguns casos, o TAD pode apresentar resultado negativo, devido a hemolise das hemacias sensibilizadas in vivo, uma vez 
que os anticorpos ABO sao altamente hemoliticos pela sua capacidade de ativar o complemento. Nessa situagao, podera ser 
efetuado um teste de hemolisina serica, utilizando o soro matemo contra hemacias do mesmo tipo sangumeo que as do bebe. A 
presenga de anticorpo acarretara destruigao das hemacias (lembrando que, ao utilizar plasma, nao ocorrera hemolise, pela 
ausencia do calcio). 

Na transfusao sangumea de recem-nascidos, deve-se compatibilizar as tipagens ABO e RhD entre mae e bebe. Para crianga 
com o mesmo grupo sangumeo da mae, o ideal e ser transfundida com sangue isogrupo; no entanto, se forem de grupos 
diferentes, deve-se efetuar a pesquisa de hemolisina serica antes da transfusao e, caso positiva, o RN devera receber sangue do 
grupo O. O teste de hemolise deve ser executado utilizando o soro da crianga contra as hemacias Al e B. 

A prova cruzada devera ser efetuada apos a definigao da compatibilidade ABO e Rh. O bebe podera apresentar anticoipos 
livres na circulagao com ti'tulo insuficiente para detecgao. Por isso, a norma tecnica sugere que, quando possfvel, seja utilizado o 
soro da mae, uma vez que ele e o reservatorio da imunoglobulina passada para a crianga. 

Incompatibilidade sangumea matemo-fetal no sistema Rh 

A incompatibilidade materno-fetal pelo sistema RH, na maioria das vezes, ocorre pelo anti-D em mulher RhD negativo, 
sensibilizada pelo contato com hemacias contendo o antlgeno D (hemacias RhD positivo) por gravidez ou transfusoes 
sangulneas previas (Figura 27.17). Pode ocorrer tambem por outros antlgenos desse sistema, como anti-C, -E, -c, -e, porem, 
menos comuns. 

Anticorpos desenvolvidos por consequencia da incompatibilidade materno-fetal geralmente causam problemas nas 
gestagoes subsequentes, no entanto, podem ocorrer situagoes de intercorrencias durante a gravidez. Por exemplo, quando um 
volume de sangue do bebe passa para a corrente sangumea materna provocando a srntese de anticorpos que podem se tornar 
prejudiciais ao bebe ainda durante a gestagao. 




Figura 27.15 A e B. Ilustragao da ruptura da placenta com a passagem do sangue do bebe para a mae. 





















Figura 27.16 Representagao da passagem de anticorpos, contra o sistema ABO, da mae para o feto, com ligagao as hemacias do 
feto. 



Figura 27.17 llustragao da passagem de hemacias Rh+ do bebe para a mae Rh-, com formagao de anti-D. 

A incompatibilidade ABO entre o sangue materno e o do bebe pode prevenir a imunizacao materna pelo RhD e outros 
antfgenos. Isso acontece devido a presenga de aglutininas antiA e/ou -B. Assim, hemacias B do feto ao entrarem na corrente 
sangufnea de uma mae A ou O serao imediatamente destrufdas pelos anti-B presentes no plasma materno pela agao do 
complemento. Portanto, o sistema imune materno nao tem tempo habil para reconhecer o antigeno estranho. Para prevenir a 
incompatibilidade materno-fetal, as normas tecnicas recomendam administrar, ate 72 h apos o parto ou a intercorrencia de 
sangramento, a imunoglobulina anti-D as mulheres RhD negativo com bebes RhD positivo (Figura 27.18). 

Incompatibilidade sangufnea materno-fetal decorrente de antfgenos de outros 
sistemas 

A DHRN devido a incompatibilidade materno-fetal por outro grupo sanguineo que nao ABO e Rh e mais rara. A gravidade vai 
depender do ti'tulo do anticorpo, imunogenicidade e antigenicidade, isto e, da capacidade e intensidade de sensibilizagao das 
hemacias do recem-nascido. 

Para confirmar incompatibilidade materno-fetal alguns testes laboratoriais sao necessarios, tanto no sangue materno quanto 
no do recem-nascido. Na amostra da mae, os testes de ABO, Rh e PAI, e no sangue do recem-nascido, ABO, Rh e TAD. 

A DHRN provocada pelo anti-K e muito peculiar porque a passagem transplacentaria desse anticorpo em feto portador do 







antigeno K pode causar deplegao medular com aplasia eritroide, na qual a anemia ocorre principalmente por dep lectio medular 
em vez de hemolise, muitas vezes apresentando plaquetopenia. 

Antigenos plaquetarios 

As plaquetas apresentam antigenos especificos e eritrocitarios, como os dos sistemas ABO, Lewis, I e P. Os antigenos (Rh, 
Duffy, Kidd, Kell, Ss, MN e Lutheran) nao estao expressos. 

Varios antigenos especificos das plaquetas foram descritos e relacionados com trombocitopenias decorrentes de 
incompatibilidade transfusional ou em recem-nascidos que apresentaram trombocitopenia aloimune neonatal. 

Esses antigenos receberam nomenclaturas diversas. Recentemente, ocorreu a padroniza^ao da nomenclatura para HPA 
(human platelet antigen), variando de 1 a 5 (HPA-1, HPA-2, HPA-3, HPA-4 e HPA-5). 0 sistema de antigenos plaquetarios 
mais importante e o HPA-1, chamado antigamente de PI A1 ou Zw a . Esse sistema apresenta dois alelos: HPA-l a (PI A1 ou Zw a ) e 
HPA-lb (PI A2 ou Zw b ). Os principals antigenos especificos das plaquetas estao descritos na Tabela 27.11. 

Pacientes com trombocitopenia de Glanzmann tipo I nao apresentam glicoproteinas lib e Ilia nas plaquetas e, portanto, sao 
incapazes de expressar os antigenos HPA-1. 


Tabela 27.11 Principals antigenos especificos das plaquetas. 


Sistemas 

antigenicos 

plaquetarios 

Local izagao 

da 

glicoprotelna 

Descoberto 

por 

Alelos 

Associagao com 

purpura pos- 

transfusional ou 

purpura 

trombocitopenica 

aloimune neonatal 

(PTAN) 

Polimorfismos 

HPA-1 

GPIIIa 

van Loghem et 
al. (1959) 

HPA- la 

HPA-lb 

Anti-HPA-la 

Purpura pos- 

transfusional e PTAN 

Substituigao de 

unica base na 

posigao 33 DNA 

HPA-la-leucina 

HPA-1 b-prolina 

HPA-2 

Gplb 

van der Weerdt 

etal. (1962) 

HPA-2a 

HPA-2b 


Substituigao de 

unica base na 

posigao 434 DNA 

HPA-2a - treonina 

HPA-2b - metionina 

HPA-3 

GPIIb 

von dem Borne 

etal. (1980) 

HPA-3a 

HPA-3b 

Anti-HPA-3a PTAN 

Anti-HPA- 3b 

purpura pos- 

transfusional 

Substituigao de 

unica base leva a 

substituigao do 

aminoacido 843 na 

protelna. 

HPA-3a - isoleucina 

HPA-3b - serina 

HPA-4 

GPIIIa 

Shibata et al. 

(1986) 

HPA-4a 

HPA-4b 

Anti-HPA 4a PTAN 

Anti-HPA 4b PTAN 

Substituigao de 

unica base leva a 

substituigao do 

aminoacido 526 na 

protelna. 








HPA-4a - arginina 
HPA-4b - glutamina 

HPA-5 

Gpla 

Kiefel et al. 

(1988 e 1989) 

HPA - 5a 

HPA - 5b 

Anti-HPA 5a PTAN 

Anti-HPA 5b PTAN 
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Figura 27.18 Esquema da agao da imunoprofilaxia anti-D. Ligagao dos anticorpos as hemacias RhD+, na circulagao materna, para 
posterior destruigao. 

■ Regulamento para coleta, testes laboratoriais, armazenamento, transporte e 
utilizagao de hemocomponentes 

Apesar da descoberta dos grupos sangumeos e sua capacidade de sensibilizagao, no passado a hemoterapia era responsavel por 
um numero razoavel de obitos pela negligencia de muitos services. A legislagao era precaria, com normas insuficientes para a 
garantia da seguranga na execugao dos diversos procedimentos. 

Nesse sentido, desde os anos 1990, por meio de Portarias do Ministerio da Saude, e de Resolugoes da Diretoria Colegiada 
(RDC) da Agenda Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), foram determinados regulamentos tecnicos para todos os 
procedimentos hemoterapicos, desde a captagao do doador, triagem clinica e hematologica, a coleta, processamento, 
armazenamento e transporte. Preconizam tambem controle de qualidade intemo, externo, de hemocomponentes e insumos para 
os ensaios laboratoriais, bem como para a utilizagao de sangue e componentes obtidos de sangue venoso, cordao umbilical, 
placenta e da medula ossea. Para a imuno-hematologia e sorologia, os regulamentos tambem especificam os procedimentos a 
serem executados. 

Os exames imuno-hematologicos determinados pela Portaria do Ministerio da Saude para amostras de doadores de sangue 
sao: ABO/RhD; PAI; pesquisa de hemolisina serica anti-A e -B; pesquisa de hemoglobina S. Para os receptores: ABO/RhD; 
PAI; identificagao de anticorpos irregulares para amostras com PAI positivo; pesquisa de hemolisina serica anti-A e -B em RN 
incompativeis ABO com a mae; retipagem ABO de todas as bolsas e RhD somente para as negativas. Nenhum desses exames 
substitui a necessidade da prova de compatibilidade transfusional entre doador e receptor. 

A tipagem ABO direta podera ser executada apenas com soros anti-A e anti-B, desde que sejam monoclonais. Para a 
tipagem ABO reversa, as normas determinam a utilizagao das hemacias Ai e B, sendo opcionais a A 2 e O. A bolsa de sangue 
jamais podera ser liberada enquanto persistir discrepancia entre as tipagens direta e reversa. Para o receptor, na indefinigao 
sobre a tipagem ABO, a transfusao devera ser prorrogada ate que possa ser definida, porem, na impossibilidade de espera, este 














devera ser transfundido com hemacias do grupo O. 

O fator Rh 0 (D) para doador deve ser realizado com soro anti-D de pelo menos duas marcas diferentes e, preferencialmente, 
de clones diferentes, utilizando-se paralelamente um soro-controle de Rh do mesmo fabricante que o anti-D. Para o caso Rh 
negativo, deve-se continuar a tecnica ate a pesquisa de D fraco . 

Para a amostra do receptor, a Portaria GM/MS permite utilizar o soro anti-D salino, que dispensa controle Rh e pesquisa do 
Dfraco- O uso de soro anti-D albuminoso deve ser em paralelo ao controle Rh do mesmo fabricante. Quando o servico pesquisar o 
Dfraco na amostra do receptor com soro anti-D que reage com D categoria VI, a Portaria determina que a amostra tambem deve 
ser testada contra outro antissoro que nao reaja com D categoria VI, e a discrepancia devera ser investigada antes da liberacao 
de uma bolsa RhD positiva. 

Todas as vezes que um doador de sangue comparecer a um servico de hemoterapia, a tipagem ABO/Rh devera ser 
efetuada. Para o sangue de doador com PAI positiva, e recomendavel nao empregar plasma para transfusao e as hemacias 
deverao ser “lavadas” com soluqao salina fisiologica antes da transfusao (processo executado em ambiente e tecnicas 
apropriadas). 

O sangue com hemoglobina S (HbS) nao podera ser transfundido em pacientes que apresentem hemoglobinopatias, acidose 
grave, recem-nascidos, procedimentos cirurgicos com circulagao extracorporea ou hipotermia e hipoxia. 

Nas amostras de doadores tambem deverao ser pesquisadas hemolisinas sericas anti-A e/ou anti-B para que as bolsas que 
apresentem anticorpos com carater hemolitico sejam transfundidas para pacientes do mesmo grupo sanguineo (isogrupo). 

As amostras pre-transfusionais de receptores, de acordo com as normas tecnicas atuais, deverao ser guardadas por no 
mmimo 3 dias; no entanto, considerando que ja foram relatadas reaches transfusionais apos 10 dias do procedimento, as boas 
praticas demonstram a necessidade de maior tempo de guarda. 
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Capitulo 28 

Imunodeficiencias e Avaliagao da Imunocompetencia 


Dewton de Moraes Vasconcelos 


Introducao 

Os recentes avan50s nas tecnicas de investigagao imunologica, decorrentes da crescente disponibilidade de novas ferramentas diagnosticas, 
geneticas e moleculares, vem permitindo aos profissionais de saude a oportunidade de confirmar doengas de maneira precoce e eficiente, bem 
como preveni-las identificando e quantificando marcadores fisiologicos que antecedem a patologia propriamente dita. Alern disso, muitas 
enfermidades podem ser adequadamente monitoradas por exames laboratoriais. Esses dados possibilitam melhor adequagao do tratamento as 
condigoes do paciente. As avaliagoes laboratoriais podem tambem estabelecer parametros de cura, essenciais para a suspensao da medicagao, 
readequagao das doses ou mudanga dos medicamentos, tornando possfvel o melhor uso do arsenal terapeutico e o menor risco de efeitos 
indesejados. 

Particularmente, a avaliagao de parametros imunologicos e usada para a abordagem de diversos processos infecciosos e inflamatorios, 
bem como de disturbios decorrentes do desequilfbrio do sistema imunologico, como as imunodeficiencias, doengas autoimunes e alergicas. 

Para que se possa compreender os testes laboratoriais utilizados em imunologia e necessario entender o funcionamento basico da 
resposta imunologica. Atualmente, a resposta imune e conhecida como um conjunto de mecanismos compartimentalizados e como uma 
intrincada rede de comunicagoes. 

Bases da resposta imunologica 

O sistema imunologico desenvolveu-se, no decorrer da filogenia, adaptando-se a necessidade de proteger o organismo contra agentes 
infecciosos e, ao mesmo tempo, manter a homeostasia interna. Mecanismos imunologicos estao presentes tanto suprimindo uma reagao 
imunologica contra os antigenos ingeridos nas refeigoes e na manutengao do tecido semialogenico (haploidentico) na gestagao, quanto na 
defesa contra os diversos agentes patogenicos aos quais estamos expostos todo o tempo. 

Conceitualmente, a resposta imunologica pode ser dividida em celular e humoral. A primeira envolve a participagao direta das celulas do 
sistema imunologico e a segunda abrange as proteinas e moleculas plasmaticas, que atuam em diversas fases da resposta imunologica. Do 
ponto de vista fisiologico, as duas respostas sao relacionadas e interdependentes na sua natureza. E possfvel ainda dividir os mecanismos de 
defesa em dois grandes ramos: inespedfico (ou inato) e espedfico (ou adaptativo). Os primeiros mecanismos a atuar sao os inespecfficos, 
como as barreiras cutaneomucosas e as substancias que estas secretam. Quando essa barreira e ultrapassada, outros fatores relativamente 
inespecfficos, como celulas NK, sistema complemento e citocinas, sao envolvidos. Recentemente, observou-se que a imunidade inata e 
altamente eficiente na destruigao de inumeros agentes patogenicos, em decorrencia de sua capacidade de reconhecimento de padroes 
moleculares associados aos patogenos, como o RNA de dupla helice viral, o DNA nao metilado, o lipopolissacaride das bacterias Gram- 
negativas, os agucares das paredes bacterianas e fungicas etc. Caso essa segunda barreira tambem seja rompida, os mecanismos especfficos, 
dependentes de linfocitos T e de anticorpos produzidos pelos linfocitos B sao ativados e, devido a “especificidade” do segundo ramo, que 
apresenta carater cognitivo, ou seja, aprende com a experiencia e tern “memoria”, ocorre intensa potencializagao e direcionamento da 
resposta imunologica, que pode atuar na resistencia as diversas patologias a que os animais estao sujeitos. De maneira geral, e possfvel dizer 
que a resposta imune especffica ante um agente patogenico qualquer e dependente de diversos passos: 

• Fase cognitiva: quando ocorre o estabelecimento do processamento e a apresentagao de antigenos pelas celulas apresentadoras de antigenos 

• Fase de ativagao celular: depende da interagao de receptores presentes na membrana citoplasmatica dos diversos tipos celulares envolvidos 
na resposta imunologica com seus agonistas pelos contatos celula-celula ou mediador soluvel-celula. Esses contatos levam a 
intemalizagao dos sinais originados na membrana, por meio de cascatas de proteinas transdutoras, que, por fim, ativam estruturas 
nucleares especfficas para a transcrigao do DNA e subsequente sfntese proteica. As proteinas produzidas podem ser importantes na divisao 
celular ou na sua diferenciagao. Caso haja secregao desses fatores proteicos, pode haver interagao com novos tipos celulares e subsequente 
amplificagao dessa resposta imunologica 

• Fase de amplificagao e direcionamento: ocorre pela interagao celular de linfocitos T indutores/auxiliadores (geralmente CD 4 +J, os quais 





secretarao citocinas que, em diversas combina§oes, levam a uma diversidade de celulas, denominadas T 3 e T 17 , T 2 e T 9 , T 3 e T reg ou T 0 , de 
padroes responsaveis por tipos diferentes de respostas, fundamentals para a defesa a diversos tipos de patogenos intracelulares, como 
virus, bacterias e fungos, helmintos, processos alergicos, imunomodulagao, ou inespeclfica, respectivamente 

• Fase efetora: ocorre tambem de forma interativa, variando de acordo com o estlmulo advindo dos linfocitos T auxiliadores, genericamente, 
do seguinte modo: no brago celular, dependem de linfocitos T citotoxicos especfficos, celulas NK e macrofagos ativados. Por outro lado, 
no ramo humoral, dependem do sistema complemento, ativado em sua via classica pelas imunoglobulinas (Ig) dos isotipos IgM, IgGi, 
IgGi e IgG 3 , assim como de fagocitos, tanto mononucleares quanto polimorfonucleares neutrofilos e eosinofilos, que possuem receptores 
para as regides Fc das Ig e tambem para diversas fragoes do sistema complemento. Dessa maneira, a ativagao dessas celulas efetoras 
promove grande especificidade e amplificagao da fagocitose. alem de uma resposta inflamatoria concomitante, dependente, parcialmente, 
da produgao de radicais altamente reativos, como os superoxidos, peroxidos, oxigenio singleto e haletos metalicos. Esses compostos 
provocarao extenso dano principalmente a bacterias e fungos, e o N0 2 a parasitas. E importante ressaltar que esses fagocitos 
“profissionais” content tambem diversas enzimas proteollticas e nucleolfticas que potencializam sobremaneira a capacidade destrutiva 
dessas celulas sobre os mais variados tipos de patogenos. 

Disturbios da resposta imunologica 

A grande complexidade e a interatividade dos diversos tipos de celulas e moleculas envolvidas na resposta inflamatoria e imunologica fazem 
com que existam inumeras possibilidades de defeitos geneticos da imunidade, denominados genericamente imunodeficiencias primarias 
(IDP; Figura 28.1). 

Para entender a enorme diversidade de doencas caracterizadas por imunodeficiencia de carater genetico-hereditario, e preciso observar a 
classifica§ao proposta pelo Conselho de Experts em Imunodeficiencias Primarias da Organizaijao Mundial da Saude, publicada em novembro 
de 2014 (A1 Herz et al., 2014). E importante ressaltar que, a cada reuniao, novas doengas sao descritas ou reclassificadas, de modo que o 
ntimero de disturbios descritos aumenta rapidamente. E tambem importante enfatizar que a nomenclature atual tenta evitar eponimos e se 
utiliza da definigao da causa presumida ou da expressao mais caracterlstica da doenga. Assim, as imunodeficiencias primarias sao atualmente 
classificadas da seguinte forma (IUIS/OMS, 2014): 

• Imunodeficiencias combinadas (Tabela 28.1) 

• Imunodeficiencias predominantemente de anticorpos (Tabela 28.2) 

• Imunodeficiencias com desregulagao imunologica (Tabela 28.3) 

• Outras imunodeficiencias bem definidas (Tabela 28.4) 

• Deficiencias do nurnero e fungao fagocltica (Tabela 28.5) 

• Defeitos da imunidade inata (Tabela 28.6) 

• Doengas autoinflamatorias (Tabela 28.7) 

• Deficiencias do sistema complemento (Tabela 28.8) 

• Fenocopias das imunodeficiencias primarias (Tabela 28.9). 
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Figura 28.1 Esquema simplificado da ontogenese das celulas linfo-hematopoeticas mostrando diversos pontos de bloqueio associados a 
imunodeficiencias primarias atualmente definidas. O timo e representado no retangulo. Quanto mais precoce for o ponto de bloqueio (mais proximo 
as celulas tronco-hematopoeticas), mais grave sera o defeito, por afetar mais linhagens ou mais subtipos celulares simultaneamente. 

Tabela 28.1 Imunodeficiencias combinadas e celulares. 
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IDCG (T-B-) 


Disgenesia 

reticular 

(deficiencia de 

AK2) 

1Uj 

Ml 

Hill 

Defeito na adenilato 

quinase mitocondrial 

afetando as celulas T, B, 

NK e mieloides (defeito 

das stem-cells ) 

AR 

Granulocitopenia, 
anemia, trombocitopenia 

e surdez 

Deficiencia de 

RAG 1/2 

UU1 

UU1 

Hill 

Mutagoes nos genes 

RAG1/RAG2 

AR 
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Hill 

Recombinagao VDJ e 
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DNA PKcs 
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mil 

Hill 
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cavalo arabe, 

amplamente estudadas 

AR 
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adenosina 

deaminase (ADA) 

Mj 

111111 
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mm 

progressiva 

Disturbios das celulas 

T, B e NK por 
metabolitos toxicos (p. 
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homocistefna) devido a 

AR 

Anormalidades de 

cartilagens, neurologicas, 
hipoacusia, manifestagoes 
pulmonares e hepaticas 




















deficiencia enzimatica 


IDCG (T-B+) 


Deficiencia da 

cadeia gama 
comum (ligada ao 

X) 

MJ. 

Normal ou f 

Muito Mi 

Muta§oes na cadeia y 
dos receptores de IL-2, 

4,7,9, 15 e 21 

LX 

Celulas NKUi 

Deficiencia de 

JAK3 

MJ, 

Normal ou j 

Muito Mi 

Muta 9 oes no gene da 
tirosinoquinase JAK3 

AR 

Celulas NK Hi 

Deficiencia de IL-7 

Ra 

MJ, 

Normal ou f 

Muito MJ 

Muta§ao na cadeia a do 
receptor de IL-7 

AR 

Celulas NK normals 

Deficiencia de 

CD45 

MJ 

Normal 

Muito Mi 

Muta 9 oes no gene de 

CD45 

AR 

Celulas NK U, celulas T 

y/8 normals 

Deficiencia de 

CD38, s ou (, 

MJ 

Normal 

Muito MJ 

Muta 9 oes nos genes das 
cadeias CD38, CD3e, 

ou CD3C do complexo 

TCR/CD3 

AR 

Celulas NK normals 

Deficiencia de 

coronina-lA 

MJ 

Normal 

Muito M| 

Muta 9 ao no gene de 

coronina-lA 

AR 

Celulas NK normals, timo 

detectavel 

Deficiencia de 

purina 

nucleosideo 

fosforilase (PNP) 

Normal ou J 

Normal 

MU 

progressiva 

Defeitos das celulas T 

por metabolitos toxicos 
(p. ex., dGTP) devido a 

deficiencia enzimatica 

AR 

Anemia hemolitica 

autoimune, sintomas 

neurologicos 

Deficiencia de 

CD3y 

Normal 

Normal 

Normal, mas 

com 

expressao 

reduzida do 

TCR 

Transcri 9 ao defeituosa 
da cadeia CD3y 

AR 

Manifesta 9 oes clinicas 
que variam de IDCG a 

relativamente leve 

Sindrome de 

Omenn 

M;IgEJ 

Normal ou J 

Presentes; 

Diversidade 

H 

Muta 9 oes nos genes 

RAG1/RAG2, Artemis, 

IL7Ra, RMRP, ADA, 

DNA Ligase IV, gc, ou 

associada com a 

sindrome de DiGeorge 


Eritrodermia, eosinofilia, 

hepatoesplenomegalia 

Deficiencia de 

DNA ligase IV 

MJ 

MJ 

MJ 

Recombina 9 ao VDJ e 
reparo de DNA 

defeituosos 

AR 

Radiossensibilidade, 

microcefalia, 

dismorfismo facial 

Deficiencia de 

Cernunnos/NHEJ 1 

mj 

Mi 

MJ 

Recombina 9 ao VDJ e 
reparo de DNA 

defeituosos 

AR 

Radiossensibilidade, 

microcefalia, retardo de 

crescimento intrauterino 

Deficiencia de 

CD40-L 

IgM e IgD 

aumentada ou 

normal; outros 

isotipos J 

Celulas IgM e 

IgD + 

presentes; 

outras 

ausentes 

Normals em 

numero 

Muta 9 oes no gene do 
ligante de CD40 

(CD 154) causando 

disturbio de comuta 9 ao 
isotipica e de 
sinaliza 9 ao das celulas 


Neutropenia, 
trombocitopenia, anemia 

hemolitica, doen 9 a 
gastrintestinal e hepatica 
(colangite esclerosante) 


dendrfticas 


Deficiencia de 

CD40 

IgM e IgD 

aumentada ou 

normal; outros 

isotipos | 

Celulas IgM e 

IgD + 

presentes; 

outras 

ausentes 

Normals em 

numero 

Muta 9 oes no gene de 

CD40 causando 

disturbio de comutaijao 
isotfpica e de 
sinalizaijao das celulas 

dendrfticas 


Neutropenia, 

trombocitopenia, 

anemia hemolftica, 

doen 9 a gastrintestinal e 
hepatica (colangite 

esclerosante) 

Deficiencia de 

CD8a 

Normal 

Normal 

CD8 11, CD4 

normal 

Mutatjoes no gene da 

cadeia a de CD8 

AR 

- 

Deficiencia de 

ZAP-70 

Normal 

Normal 

CD8 11, CD4 

normal 

Mutatjoes no gene da 
quinase ZAP-70 

AR 

- 

Deficiencia de 

canais de Ca++ 

(Orai-1 e Stim-1) 

Normal 

Normal 

Normals em 

numero 

Mutatjoes nos genes de 

Orai-1 ou Stim-1, 

componentes dos canais 

de calcio 

AR 

Autoimunidade, displasia 

ectodermica anidrotica, 

miopatia nao progressiva 

Deficiencia de 

CHP de classe I 

Normal 

Normal 

CD8 11, CD4 

normal 

Muta 9 oes no gene de 

TAP-1, TAP-2 ou 

Tapasina (TAP-BP) 

AR 

Vasculite granulomatosa 

Deficiencia de 

CHP de classe II 

Normal ou J, 

Normal 

CD4 11, CD8 

normal 

Muta 9 ao em genes de 
fatores transcripcionais 

(CIITA, RFX-5, 

RFXANK, RFXAP) 

para as moleculas de 

classe II 

AR 

Deficit de crescimento, 

diarreia cronica 

Deficiencia da 

helice alada 

(Winged helix - 

Nude) 

Normal 

Normal 

UU| 

Defeitos no fator de 

transcr^ao forkhead 
box N1 codificado por 
FOXN1, o gene mutado 
no camundongo nude 

AR 

Alopecia, epitelio tfmico 
anormal, matura 9 ao 
prejudicada de celulas T 

Smdrome de 

DiGeorge 

completa 

1 

Normal ou | 

11H i 

Dele 9 ao de 22ql 1.2, 
raros casos com dele 9 ao 
de 10 p, imagoes 
heterozigotas de TBX1, 
um fator de transcr^ao 

AD ou de 

novo 

Malforma 9 ao 

conotruncal, 

facies anormal, 

hipoparatireoidismo 

Hipoplasia de 
cartilagem e pelos 

Normal ou 11; 

anticorpos 

variavelmente 

afetados 

Normal ou J, 

Normal 

Muta 9 oes em RMRP 

(RNase 

MRP RNA) envolvida 

no processamento de 

RNA ribossomico, 

replica 9 ao de DNA 

mitocondrial e controle 

do ciclo celular 

AR 

Nanismo de membros 

curtos com disostose 

metafisaria, cabelos 

esparsos, falencia da 

medula ossea, 

autoimunidade, 

suscetibilidade a linfoma, 

espermatogenese 

reduzida, displasia 

neuronal do intestino 

Deficiencia de 

IKAROS 

1 

Ausentes 

Normal, mas 

com 

proliferafao 

Muta 9 &o em IKAROS, 
uma protefna zinc- 
finger hematopoetica 

AD de 

novo 

Anemia, neutropenia, 
trombocitopenia 





reduzida 

especlfica e um 
regulador central da 
diferenciagao linfoide 


Deficiencia de IL- 

2Ra (CD25) 

Normal 

Normal 

1 

Mutagao no gene de 

CD25 

AR Linfoproliferagao, 

linfadenopatia, 
hepatoesplenomegalia, 
autoimunidade (pode 

lembrar IPEX), 

proliferagao de celulas T 

reduzidas 

Deficiencia de 

STAT-5b 

Normal 

Normal 

1 

Defeitos de STAT5b, 

desenvolvimento e 

fungao alterada de 
celulas T g8, T reg, e 
celulas NK, proliferagao 

alterada de celulas T 

AR Nanismo insenslvel ao 

hormonio de crescimento, 

dismorfismos, eczema, 

pneumonite intersticial 

linfoide, autoimunidade 

Deficiencia de ITK 

Normal ou j 

Normal 

1 

Defeito em ITK, 

linfoproliferagao 

associada ao EBV 

AR 

Deficiencia de 

MAGT1 

Normal 

Normal 

11 de T CD4+ 

Mutagoes em MAGT1, 
com fluxo de Mg++ 

alterado levando a 

sinalizagao reduzida 
pelo TCR 

LX Infecgao por EBV, 

linfoma, infecgoes virais, 
respiratorias e 
gastrintestinais 

Deficiencia de 

DOCK8 

IgM Jf, IgE t 

Normal ou 11 

H 

Defeito em DOCK8, 

uma protefna trocadora 
de guanina fosfatos 
(GDP - GTP) para 
protelnas G como Ras e 

CDC42 

AR Celulas NK reduzidas, 

hipereosinofilia, 
infecgoes recorrentes, 
atopia grave, 
infecgoes virais cutaneas 

extensas, estafilococcias, 

suscetibilidade a 

neoplasias 

Deficiencia 

primaria de 

celulas CD4 

Normal ou | 

Normal 

CD4 1UI.CD8 

normal 

Desconhecida; um caso 

descrito de deficiencia 

de p56 lck; um caso de 

deficiencia de UNCI 19 

AR (p56 

lck), AD 

(UNCI 19) 


AD: Heranga autossomica dominante; AR: heran 5 a autossomica recessiva; LX: heranga ligada ao X; IDCG: imunodeficiencia combinada 
grave; EBV: virus Epstein-Barr; CHP: complexo de histocompatibilidade principal. 


Tabela 28.2 Deficiencias predominantemente de anticorpos. 

Designacao 

lg serica 

Celulas B 

circulantes 

Patogenese 

presumida 

Heranga Achados associados 

Redugao grave de todos os isotipos com diminuigao ou ausencia de celulas B 

Agamaglobulinemia 
ligada ao X (AGMX1) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes no gene BTK,LX Suscetibilidade a 

uma tirosinoquinase enterovirus, 

ativada pela ligagao ao dependente da 

BCR (receptor da celula ativagao prejudicada 






B) 

de TLR9 

Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM1) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes no gene da 
cadeia pesada das 
imunoglobulinas (Cp) 

AR 


Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM2) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes no gene 

IGLL1 (A.5/14.1) 

AR 


Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM3) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes no gene 

CD79A (CD79a) 

AR 


Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM4) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes do gene de 
slp-76 (BLNK) 

AR 


Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM5) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes do gene de 

LRRC8 

AR 

Anomalias faciais 

Agamaglobulinemia 

autossomica recessiva 

(AGM6) 

Todos os isotipos 

1 

Profundamente J, 

Mutagoes no gene 

CD79B (CD79b) 

AR 


Timoma com 

imunodeficiencia 

Um ou mais 

isotipos U 

Profundamente J, 

Desconhecida 

Nenhuma 

Autoimunidade, 

redugao de celulas pro- 

B 

Mielodisplasia com 
hipogamaglobulinemia 

Um ou mais 

isotipos U 

Profundamente J, 

Pode ter monossomia do 

cromossomo 7, trissomia 

do 8, ou disqueratose 
congenita 

Variavel 

Redugao de celulas 

pro-B 

Redugao de todos os isotipos com redugao ou numeros normals de celulas B 

Imunodeficiencia comum 

variavel (ICV) 

U variavel de 

multiplos isotipos 

Normais, imaturas 

ou | 

Variavel; Indeterminada 

Variada: AR, 

AD, 

desconhecida 

Hipogamaglobulinemia, 

disturbios variados na 

imunidade mediada por 

celulas, 

autoimunidade, doenga 
granulomatosa e 

suscetibilidade a 

neoplasias 


Deficiencia de ICOS 

(ICV1) 

U de IgA e IgG, 
IgM normal ou 

reduzida 

Normais, imaturas 

ou | 

Mutagoes no gene de 

ICOS 

AR 

Disturbios de 

imunidade celular e 

autoimunidade 

Deficiencia de TACI 

(ICV2) 

U de IgA e IgG, 
IgM normal ou 

reduzida 

Normais, imaturas 

ou { 

Mutagoes no gene de 
TNFRSF13B (TACI) 

AD ou AR, ou 

complexa 

Autoimunidade, 

doenga granulomatosa 

e suscetibilidade a 

neoplasias 

Deficiencia de CD 19 

(ICV3) 

U de IgA e IgG, 
IgM normal ou 

reduzida 

Redugao de 

celulas B de 

memoria, ausencia 

Mutagoes no gene de 

CD19 

AR 

Pode ter 

glomerulonefrite 




de CD19 




Deficiencia de BAFF-R 

(ICV4) 

ll de IgG e IgM 

It ou imaturas 

Muta 9 oes no gene de 
TNFRSF13C (BAFF- 

R) 

AR 

Expressao cllnica 

menos intensa, com 

baixo risco de 

neoplasias 

Deficiencia de CD20 

(ICV5) 

U de IgG, IgA e 
IgM normal ou 

elevada 

Normais, ausencia 

de CD20 

Muta 9 oes no gene de 

CD20 

AR 


Deficiencia de CD81 

(ICV6) 

U de IgG, IgA e 
IgM normal ou 

reduzida 

Redutjao de 

celulas B de 

memoria, ausencia 

de CD81 (e 

CD 19) 

Muta 9 oes no gene de 

CD81 

AR 

Pode ter 

glomerulonefrite 

Deficiencia de CD21 

(ICV7) 

11 de IgG, IgA e 
IgM normal ou 

elevada 

Reduijao de 

celulas B de 

memoria, ausencia 

de CD21 

Muta 9 oes no gene de 

CD21 

AR 


Deficiencia de LRBA 

(ICV8) 

U de IgG e IgA 

Redutjao de 
popula 9 oes 

variadas de 

celulas B 

Muta 9 oes de LRBA 

AR 

Manifesta 9 oes 

autoimunes e 

granulomas, doen 9 a 

inflamatoria intestinal 

Redugao grave de IgG e IgA com IgM normal ou elevada e numeros normals de celulas B 

Deficiencia de CD40 1 

Smdrome de hiper IgM 
ligada ao X 

IgM e IgD It ou 

normal 

Outros isotipos j 

Celulas B 

portando IgM e 

IgD presentes; 

outras ausentes 

Muta 9 oes do gene da 

CD40 LG (CD 154 ou 

TNFSF5) 

LX 

Infec 9 oes oportunistas, 

neutropenia, 

trombocitopenia, 

anemia hemolltica 

Deficiencia de CD40 

IgM e IgD It ou 

normal 

Outros isotipos J, 

Celulas B 

portando IgM e 

IgD presentes; 

outras ausentes 

Muta 9 oes do gene da 

CD40 (TNFRSF5) 

AR 

Infec 9 oes oportunistas, 

neutropenia, 

trombocitopenia, 

anemia hemolltica 

Deficiencia de AID 

IgM e IgD It ou 

normal 

Outros isotipos l 

Celulas B 

portando IgM e 

IgD presentes; 

outras ausentes 

Muta 9 oes do gene da 

AID 

AR 

Hipertrofia de 

linfonodos e centros 

germinativos 

Deficiencia de UNG 

IgM e IgD It ou 

normal 

Outros isotipos j 

Celulas B 

portando IgM e 

IgD presentes; 

outras ausentes 

Muta 9 oes do gene da 

UNG 

AR 

Hipertrofia de 

linfonodos e centros 

germinativos 

Smdrome de hiper IgM 
com displasia 

ectodermica anidrotica 

ligada ao X 

IgM e IgD It ou 

normal 

Outros isotipos j 

Celulas B 

portando IgM e 

IgD presentes; 

outras ausentes 

Muta 9 oes do gene da 

NEMO (IKKy) 

LX 

Displasia ectodermica 

anidrotica 

Deficiencies de isotipos ou cadeias leves com numeros normals de celulas B 

Dele 9 oes de genes de 
cadeias pesadas 

IgGl, IgG2 ou 
IgG4 ausentes, as 

Normal ou j 

Dele 9 ao cromossomica 
em 14q32 

AR (14q 32.3) 

Podem ser 

assintomaticos 



vezes IgE e IgA2 

tambem ausentes 





Deficiencia de cadeia K 

Ig(K) 11; resposta 
anticorpica 

normal ou j 

Normal ou 11 (K) 

Mutagoes pontuais no 
cromossomo 2 pi 1 em 
alguns pacientes 

AR(2p 11) 

Assintomaticos 

Deficiencia seletiva de 

subclasses de IgG 

U em um ou mais 

isotipos de IgG 

Normals 

Defeitos na 

diferenciagao isotipica 

Desconhecida 

Em geral 

assintomaticos, alguns 
pacientes tem resposta 
reduzida a alguns Ag e 
infecgoes virais ou 

bacterianas 

recidivantes 

Deficiencia seletiva de 

subclasses de IgG com 
deficiencia de IgA 

U em um ou mais 

isotipos de IgG e 
IgA 

Normals ou 

imaturas 

Defeitos na 

diferenciagao isotipica 

Desconhecida 

Infecgoes bacterianas 

recidivantes na maioria 

Deficiencia de IgA 

IgAl e IgA2 | 

Normals ou 

imaturas sIgA+ 

Falencia na 

diferenciagao terminal 
de celulas B IgA+ 

Variada: AR, 

AD ou 

desconhecida 

Alergias e doen 9 as 
autoimunes, alguns 
evoluem para ICV 

Deficiencia de IgA (D 
IgAl) 

IgAl e IgA2 | 

Normais ou 

imaturas sIgA+ 

Falencia na 

diferenciagao terminal 
de celulas B IgA+ 

MHCII? III? 6 

p21.3; 

MSH5? 

Alergias e doen 9 as 
autoimunes, alguns 
evoluem para ICV 

Deficiencia de IgA (D 
IgA2) 

IgAl e IgA2 | 

Normais ou 

imaturas s!gA+ 

Mutagao em 

TNFRSF13B (TACI) 

AR ou AD 

Alergias e doen 9 as 
autoimunes, alguns 


evoluem para ICV 


Deficiencia de anticorpos especificos e hipogamaglobulinemia 


Deficiencia de anticorpos 
especificos com 
concentragoes normals de 
Ig e celulas B 

Normal 

Normal 

Desconhecida 

Desconhecida 


Hipogamaglobulinemia 

transitoria da infancia 

IgG e IgA l 

Normals 

Defeito de 

diferenciagao: 
maturagao tardia da 
fungao auxiliadora T 

Desconhecida 

Frequente em famflias 

com outras 

imunodeficiencias 


BTK: tirosinoquinase de Bruton; BLNK: protema ligadora de celulas B; AID: citidina deaminase induzida pela ativagao; UNG: uracila 
nDNA-glicosilase; ICOS: coestimulador indutfvel; TACI: ativador transmembrana e interador com modulador de calcio e ligante da 
ciclofilina; BAFF-R: receptor de fator ativador das celulas B; LRBA: protema de trafego de veslculas responsiva ao LPS contendo 
domlnios BeACH e ancora. 


Tabela 28.3 Deficiencias com desregulagao imunologica. 

Designagao 

Celulas T 

circulantes 

Celulas B 

circulantes 

Ig serica 

Patogenese Heranga 

presumida 

Achados associados 

Imunodeficiencia com hipopigmentagao 

Sindrome de 

Chediak-Higashi 

Normal 

Normal 

Normal 

Mutagoes em AR 

Lyst, trafego 

lisossomal 

Albinismo parcial, 
infecgoes recorrentes, 
encefalopatia primaria de 







prejudicado 

infcio tardio, risco 

elevado de linfoma, 

neutropenia, lisossomos 
gigantes, redufao de 

atividade NK e de celulas 

T citotoxicas, smdrome 

hemofagocitica 

Smdrome de 

Griscelli 

Normal 

Normal 

Normal 

Muta 9 oes em AR 

Rab27a, uma 

GTPase que 

promove o 

ancoramento de 

vesfculas 

secretoras a 

membrana celular 

Albinismo parcial, 
infec 9 oes recorrentes, 
encefalopatia primaria 
em alguns pacientes, 

redu 9 ao de atividade NK 

e de celulas T citotoxicas, 

smdrome hemofagocitica 

Smdrome de 

Hermansky-Pudlak 

do tipo 2 

Normal 

Normal 

Normal 

Mutagoes em AR 

AP3B1, que 

codifica a unidade 

beta do complexo 

AP3 

Albinismo parcial, 

sangramentos, 

neutropenia, redu 9 ao de 

atividade NK e de celulas 

T citotoxicas 

Sindromes de linfoistiocitose hemofagocitica familiar 

Deficiencia de 

perfurina (LHF2) 

Normal 

Normal 

Normal 

Mutafoes em AR 

PR FI, que 

codifica a 

perfurina, uma 
protefna citolftica 
principal 

Inflama 9 ao grave, febre 
persistente, citopenias, 

esplenomegalia, redu 9 §o 

de atividade NK e de 

celulas T citotoxicas, 

smdrome hemofagocitica 

Deficiencia de 

UNC-13D 

(Muncl3-4; LHF3) 

Normal 

Normal 

Normal 

Mutagoes em AR 

UNC-13D, 
necessaria para 
primar as 
vesfculas para 

fusao 

Inflama 9 ao grave, febre 
persistente, 

esplenomegalia, redu 9 ao 

de atividade NK e de 

celulas T citotoxicas, 

smdrome hemofagocitica 

Deficiencia de 

sintaxina 11 (LF1F4) 

Normal 

Normal 

Normal 

Muta§oes em AR 

STX11, 

necessaria para 

fusao das 

vesfculas 

secretorias com a 

membrana celular 

e liberaijao de seu 

conteudo 

Inflama 9 ao grave, febre 
persistente, 

esplenomegalia, redu 9 §o 

a ausencia de atividade 

NK, smdrome 

hemofagocitica 

Deficiencia de 

STXBP2 (Munc 18- 

2) (LHF5) 

Normal 

Normal 

Normal 

Mutagoes em AR 

STXBP2, 

necessaria para 

fusao das 

vesfculas 

secretorias com a 

Inflama 9 ao grave, febre, 
esplenomegalia, redu 9 §o 

de atividade NK e de 

celulas T citotoxicas com 

restaura 9 ao parcial apos 
adi 9 ao de IL-2, smdrome 


membrana celular 
e libera§ao de seu 
conteudo 

Sindromes linfoproliferativas 


Deficiencia de 

Normal 

Normal ou 

Normal ou 

Muta 9 oes em 

SH2D1A (SLP-X1) 


reduzido 

reduzida 

SH2DIA, que 

codifica uma 

protefna 
adaptadora que 
regula sinais 

intracelulares 


Deficiencia de 

Normal 

Normal ou 

Normal ou 

Muta 9 oes em LX 

XIAP (SLPX-2) 


reduzido 

reduzida 

XIAP, que 





codifica um 





inibidor da 





apoptose 


Sindromes com autoimunidade 

ALPS-FAS 


ALPS-FASL 


ALPS-CASP10 


Defeito de Caspase 


Aumento de celulas T 

Normal, 

Normal ou 

duplo-negativas CD4- 

com 

aumentada 

CD8- com TCR 

aumento de 


alfabeta (T-DN) 

celulas B 



CD5+ 


Aumento de celulas 

Normal 

Normal 

T-DN 



Aumento de celulas 

Normal 

Normal 

T-DN 



Discreto aumento 

Normal 

Normal ou 

de celulas T-DN 


reduzida 


Mutafoes em AD (os 

TNFRSF6, casos AR 

receptor de sao raros e 

superffcie para a graves) 

apoptose celular; 

alem de muta 9 oes 

germinais, 

mutacocs 

somaticas causam 

fenotipo similar 

(ALPS-sFAS). 

Mutagoes em AD ou AR 

TNFSF6, ligante 
do receptor de 
apoptose CD95 


Mutajoes em AD 
CASP 10, da via 
intracelular de 
apoptose 


AD 


CASP8, das vias 


hemofagocftica, possfvel 
doen§a inflamatoria 
intestinal 

Anormalidades clmicas e 
laboratoriais 
desencadeadas pela 
infectjao pelo EBV, 
incluindo hepatite, 
smdrome 

hemofagocftica, anemia 
aplasica e linfoma 
Disgamaglobulinemia ou 
hipogamaglobulinemia, 
ausencia ou reducao de 
celulas NKT 

Anormalidades clmicas e 
laboratoriais 
desencadeadas pela 
infectjao pelo EBV, 
incluindo hepatite, 
smdrome 
hemofagocftica, 
esplenomegalia e colite 

Esplenomegalia, 
adenopatias, citopenias 
autoimunes, aumento de 
risco de linfoma. 
Apoptose de linfocitos 
deficiente 


Esplenomegalia, 
adenopatias, lupus 
eritematoso sistemico, 
citopenias autoimunes, 
apoptose de linfocitos 
deficiente 

Esplenomegalia, 

adenopatias, 

autoimunidade, apoptose 
de linfocitos deficiente 

Esplenomegalia, 
adenopatias, infec 9 oes 


intracelulares de 
apoptose e 
ativapao celular 


Defeito de ativa 9 ao 
de N-RAS ou de K- 
RAS 


Normal ou aumento 
de celulas T-DN 


Deficiencia de 
FADD 


APECED (APS-1) 
poliendocrinopatia 
autoimune com 
candidi'ase e 
distrofia 
ectodermica 


Aumento de celulas 
T-DN 


Normal 


Eleva 5 ao Normal Muta 9 oes Esporadica 

de celulas somaticas em N- 

B CD5+ RAS ou K-RAS, 

que codificam 
protefna ligadora 
de GTP com 
diversas fm^bes 
de sinaliza 9 ao; 
muta9oes 
ativadoras que 
prejudicam a 
apoptose 
mitocondrial 

Normal Normal Muta 9 oes em AR 

FADD, uma 
protefna que 
codifica uma 
molecula 
adaptadora que 
interage com FAS 
e promove 
apoptose, 
inflama 9 ao e 
imunidade inata 

Normal Normal Muta 9 oes em AR 

AIRE , que 
codifica um 
regulador 
transcripcional 
necessario para 
estabelecer 
autotolerancia no 
timo; a protefna 
Aire tambem 
participa da 
sinaliza 9 ao de 
lectinas do tipo C 
como a Dectina-1 


IPEX 

Imunodesregula 9 ao 

com 

poliendocrinopatia 
e enteropatia ligada 
ao X 


Falta ou fun 9 ao 
prejudicada das 
celulas T 
reguladoras 
CD4+CD25+FoxP3+ 


Normal 


IgA e igE 
elevadas 


Muta 9 oes em 
FOXP3 , que 
codifica um fator 
transcripcional de 
celulas T 


LX 


recorrentes virais e 
bacterianas, apoptose e 
ativa 9 §o de linfocitos 
deficiente, 

hipogamaglobulinemia 

Esplenomegalia, 
adenopatias, linfomas e 
leucemias. Apoptose de 
linfocitos deficiente apos 
retirada de IL-2 


Hipoesplenismo 
funcional, infec 9 oes 
bacterianas e virais 
recorrentes, episodios 
recorrentes de 
encefalopatia e disfun 9 ao 
hepatica. Apoptose de 
linfocitos deficiente 


Autoimunidade, 
particularmente da 
paratireoide, adrenal e 
outros orgaos endocrinos, 
candidfase cronica, 
hipoplasia de esmalte 
dentario e outras 
anormalidades 


Enteropatia autoimune, 
diabetes de infcio 
precoce, anemia 
hemolftica, 
trombocitopenia, 
tireoidite e eczema 


Deficiencia de 

CD25 

Normal ou 

discretamente 

reduzida 

Normal 

Normal 

Mutagoes no gene AR 

de IL-2Ra 

(CD25) 

Linfoproliferagao, 

autoimunidade 

Proliferagao de celulas T 
prejudicada 

Deficiencia de 

Nao avaliada 

Nao 

Nao 

Mutagoes em AR 

Autoimunidade em 

ITCH 

(desvio para Th2 em 

avaliada 

avaliada 

ITCH, uma ligase 

multiplos orgaos, doenga 


murinos) 

(disturbio 

(elevada 

de U3 ubiquitina 

pulmonar cronica, 



de celulas 

em 


disturbio de crescimento, 



B em 

murinos) 


retardo de 



murinos) 



desenvolvimento, 






macrocefalia 


Dentre as LHF, nao se identificou ainda o gene afetado na FHL1. A deficiencia de FADD e classificada entre as causas de 
ALPS, apesar de ser uma sfndrome complexa que apresenta alteragoes em outros orgaos. Linfoproliferagao induzida pelo 
EBV e tambem encontrada nas deficiencias de ITK e de MAGT1 (verTabela 8). 

SLHF: sfndromes de linfoistiocitose hemofagocftica familiar; SLP: sfndromes linfoproliferativas. 


Tabela 28.4 Outras imunodeficiencias bem definidas. 


Designagao 

lg serica e Ac Celulas B 

circulantes 

Celulas T 

circulantes 

Patogenese 

presumida 

Heranga 

Achados associados 

Smdrome de 

IgM diminut'da: Ac a Normais 

Diminuigao 

Defeito no 

LX 

Trombocitopenia: 

Wiskott-Aldrich 

polissacarides 

progressiva, 

citoesqueleto 


plaquetas pequenas e 


particularmente 11; IgA e 

resposta 

afetando 


disfuncionantes, 


IgE geralmente j 

anormal a 

derivados da 


eczema, neoplasias 



anti-CD3 

stem cell-, 


linforreticulares, 




hematopoetica; 


doengas autoimunes 




mutagoes no 


Variantes: 




gene WAS 


trombocitopenia ligada 






ao X e neutropenia 






ligada ao X 

Defeitos de reparo de DNA (exceto os da Tabela 8) 

• Ataxia- 

Frequente diminuigao de Normais 

Diminuigao 

Disturbio das 

AR 

Ataxia, telangiectasia. 

telangiectasia 

IgA, IgE e subclasses de 

progressiva 

vias de 


aumento de a- 


IgG; monomeros de IgM 


checagem do 


fetoprotefna, neoplasias 


aumentados; Ac 


ciclo celular 


linforreticulares e outras, 


variavelmente J, 


levando a 


sensibilidade aos raios 




instabilidade 


X, instabilidade 




cromossomica 


cromossomica 


Ataxia- 

telangiectasia 

simile 


Ac variavelmente J, 


Normais 


(gene A T, de 
uma tirosina 
fosfatase 
similar a 

fosfatidil-inositol 
3-fosfatase (PI3 

P) 

Diminuigao Mutagoes 
progressiva hipomorficas 
em MRE11, 
disturbio das 


AR Ataxia moderada; 

Infecgoes pulmonares; 
radiossensibilidade 
muito elevada 







vias de 

checagem do 

ciclo celular e 

do reparo de 
quebra de 
dupla fita do 

DNA 



Smdrome de 

Frequente diminuigao de 

Variavelmente 

Diminuigao 

Mutagoes 

AR 

Microcefalia; face de 

Nijmegen 

IgA, IgE e subclasses de 

1 

progressiva 

hipomorficas 


passaro; linfomas; 


IgG; IgM aumentada; Ac 



em NBS1 


tumores solidos; 


variavelmente j 



(Nibrin); 


sensibilidade a 





disturbio das 


radiagao ionizante; 





vias de 


instabilidade 





checagem do 

ciclo celular e 

do reparo de 
quebra de 
dupla fita do 

DNA 


cromossomica 

Smdrome de 

Reduzida 

Normal 

Normal 

Mutagoes em 

AR 

Nanismo 

Bloom 




BLM 


proporcionado; face 





Helicase similar 


de passaro; 





a RecQ 


fotossensibilidade; 

falencia medular; 

leucemia; linfoma; 

instabilidade 

cromossomica 

Imunodeficiencia 

Hipogamaglobulinemia; 

Normal ou J, 

Normal ou J, 

Mutagoes na 

AR 

Dismorfismo facial; 

com 

deficiencia variavel de 



DNA 


macroglossia; 

instabilidade 

anticorpos 



metiltransferase 


infecgoes bacterianas 

centromerica e 




DNMT3B, 


e oportunistas; 

anomalias 




resultando em 


ma absorgao; 

faciais (ICF) 




metilagao de 


configuragoes 





DNA defeituosa 


multirradiais dos 

cromossomos 1, 9 e 

16; ausencia de 

quebras no DNA 

Deficiencia de 

Diminuigao de IgA e 

Celulas B 

Normal 

Mutagoes em 

AR 

Infecgoes recorrentes; 

PMS2 

IgG; IgM aumentada; 

comutadas e 


PMS2, 


manchas cafe com 

(deficiencia da 

Respostas de Ac 

nao 


resultando em 


leite; 

recombinagao 

anormais 

comutadas 


duplas quebras 


linfoma, carcinoma 

de comutagao 


reduzidas 


de DNA nas 


colorretal, tumor 

isotfpica [CSR] 




regioes de 


cerebral 

causada por 




comutagao 



defeito de reparo 




isotfpica 



de DNA) 




alteradas 



Smdrome de 

IgG reduzida 

Normal 

Normal 

Mutagoes em 

AR 

Dificuldade de 

Riddle 




RN FI 68, 


aprendizado e de 





resultando em 


controle motor leve, 


reparo 

defeituoso de 
quebras de 
dupla helice de 
DNA 


Defeitos timicos 


Anomalia de 

Normal ou diminuida 

Normais 

Normais ou 

Delegao de 

AD ou de 

DiGeorge 



diminuidas 

22qll.2; raros 

novo 


casos com 
deleijao de 10 
p; muta§5es 
heterozigotas 
de TBX1. um 
fator de 
transcri§ao 

Displasias Imuno-osseas 


Hipoplasia de 

Normal ou 11; anticorpos 

Normal ou | Normal Mutajoes em 

AR 

cartilagem e 

variavelmente afetados 

RMRP (RNase 


pelos 


MRP RNA) 



envolvida no 
processamento 
de RNA 
ribossomico, 
replicafao de 
DNA 


Smdrome de Normal Normal 

Schimke 


mitocondrial e 
controle do 
ciclo celular 

l Mutacdcs em AR 

SMARCAL1, 
envolvida na 
rcmodelacao 
de cromatina 


Smdrome de 

IgE e IgA elevadas; 

Celulas B Normal 

Mutafoes em 

Comel-Netherton 

anticorpos 

comutadas e 

SPINK5 


variavelmente 

nao 

resultando em 


reduzidos 

comutadas 

falta do inibidor 



reduzidas 

de proteases 

de serina 

LEKTI, 

expresso em 

celulas 

epiteliais 


dismorfismo facial 
leve, estatura 
reduzida 


Hipoparatireoidismo; 
mall'ormacdcs 
cardiacas; facies 
anormal 


Nanismo de membros 
curtos com disostose 
metafisaria, cabelos 
esparsos, falencia da 
medula ossea, 
autoimunidade, 
suscetibilidade a 
linfoma, 

espermatogenese 
reduzida, displasia 
neuronal do intestino 

Nanismo, displasia 
espondiloepifisaria, 
retardo de 
crescimento 
intrauterino, 
nefropatia; inlcccocs 
bacterianas, virais, 
fungicas; pode se 
apresentar como 
IDCG; falencia de 
medula ossea 

Ictiose congenita, 
cabelo em bambu, 
diatese atopica, 
infec 9 oes bacterianas, 
deficit de crescimento 


Sindromes de hiper IgE 


• Sfndrome de hiper 

IgE elevada; produgao 

Normal Normal 

Mutagoes 

AD- 

Achados facials 

IgE AD HIES-AD 

de anticorpos 

Celulas 

heterozigotas 

geralmente 

distintivos (ponte 

(Sind. Job) 

especlficos reduzida 

TH17 | 

dominante- 

de novo 

nasal alargada), 




negativas em 


eczema, osteoporose 




STAT3 


e fraturas, escoliose, 


retardo na queda dos 
dentes primarios, 
juntas 

hiperextenslveis, 
infecgoes bacterianas 
(abscessos de pele e 
pneumatoceles 
pulmonares) 
causados por 
Staphylococcus 
aureus, candidlase 


HIES-AR: 




AR 

Sem anormalidades 

esqueleticas e 
pulmonares 

Deficiencia de 

IgE normal ou elevada 

Normal Normal, 

Mutagao em 

- 

Suscetibilidade a 

Tyk2 


mas com 

Tyk2 


bacterias 



multiplos 



intracelulares 



defeitos de 



(micobacterias. 



sinalizagao 



Salmonella), fungos, e 



de citocinas 



virus 

Deficiencia de 

IgM 11, IgE ft 

Normal ou U 11J, 

Defeito em 

- 

Celulas NK reduzidas. 

DOCK8 



DOCK8, uma 


hipereosinofilia, 




protelna 


infecgoes recorrentes. 




trocadora de 


atopia grave, 




guanina 


infecgoes virais 




fosfatos (GDP - 


cutaneas extensas, 




GTP) para 


estafilococcias. 




protelnas G 


suscetibilidade a 




como Ras e 


neoplasias 


CDC42 


• Desconhecida 

IgE T 

Normal 

Normal 



Hemorragia do SNC, 
infecgoes fungicas e 

virais 

Doenga hepatica 

venoclusiva com 

imunodeficiencia 

(VODI) 

IgG, IgA, IgM 11, centros 
germinativos ausentes, 
plasmocitos teciduais 

ausentes 

Normal 

(11 de celulas 

B de 

memoria) 

Normal 

(11 de celulas 

T de 

memorial 

Mutagoes em 

SP110 

AR 

Doenga hepatica 

venoclusiva, 

pneumonia por 
Pneumocystis jiroveci- 

suscetibilidade a CMV 

e Candida, 

trombocitopenia, 

hepatoesplenomegalia 

Disqueratose congenita (DKC) 



DKC-LX 
(smdrome de 
Hoyeraal- 
Hreidarsson) 


Variavel 


11 Progressiva il 

Progressiva 


DKC-AR 


Variavel 


Variavel 


Anormal 


DKC-AD 


Variavel 


Variavel 


Variavel 


Deficiencia de 
IKAROS 


Ausentes 


Normal, 
mas com 
proliferafao 
reduzida 


Mutaf oes na 

LX 

Retardo de 

disquerina 


crescimento 

( DKC1 ) 


Intrauterino, 

microcefalia, distrofia 

ungueal, infecfoes 

recorrentes, 

envolvimento do trato 

digestivo, 

pancitopenia, numero 
e funf ao reduzida de 

celulas NK 

Mutaf oes em 

AR 

Pancitopenia, cabelo 

N0LA2 (NHP2) 


e sobrancelhas 

ou NOLA3 


esparsas. 

(NOPIO) 


telangiectasia 
periorbital, e unhas 
hipoplasticas ou 
displasticas 

Mutafao em 

- 

Hiperpigmentafao 

TERC 


reticular da pele. 

Mutafao em 


unhas distroficas. 

TERT 


osteoporose. 

Mutafao em 


leucoqueratose pre- 

TINF2 


maligna da mucosa 
oral, hiperqueratose 
palmar, anemia, 
pancitopenia 

Mutafao em 

AD de 

Anemia, neutropenia, 

IKAROS , uma 
protema zinc- 
finger 

hematopoetica 
especifica e um 
regulador 

central da 

diferenciafao 

linfoide 

novo 

trombocitopenia 


STAT: transdutor de sinais e ativador da transcrifao; Tyk: quinase de tirosina; DOCK8: dedicador da citocinese 8. 


Tabela 28.5 Deficiencias de numero e fungao de fagocitos. 

Denominagao 

Celulas 

afetadas 

Defeitos 

funcionais 

Heranga 

Gene afetado 

Caracten'sticas 

Defeitos da diferenciagao de neutrofilos 

Neutropenia congenita 
grave 1 (SCN1): 

deficiencia da elastase 

neutrofrlica - ELANE 

Neutrofilos 

Diferenciafao 

mieloide 

AD 

ELANE: resposta a 
proteinas mal 

dobradas 

Subgrupo com mielodisplasia 









• SCN2: deficiencia de 

GFI1 

Neutrofilos 

Di fercnciacao 

mieloide 

AD 

GFI1: perda de 
repressao de 

ELANE 

Linfopenia B e T 

• SCN3: doenfa de 

Kostmann 

Neutrofilos 

Diferencia 9 ao 

mieloide 

AR 

HAX1 : controle da 

apoptose 

Defeitos neurologicos em 
alguns pacientes 

• SCN4: deficiencia de 

G6PC3 

Neutrofilos e 

fibroblastos 

Diferencia 9 ao 

mieloide, 

quimiotaxia, 

produ 9 ao de 

o 2 - 

AR 

G6 PC3: atividade 

enzimatica abolida 

da glicose-6- 

fosfatase, 

glicosila 9 ao 
aberrante, apoptose 

aumentada de 

PMNe 

fibroblastos 

Defeitos cardfacos estruturais, 

anormalidades urogenitais, 
angiectasias venosas de tronco 

e membros 

Doen 9 a de acumulo de 
glicogenio tipo lb 

Neutrofilos e 

monocitos 

Diferencia 9 ao 

mieloide, 

quimiotaxia, 
produ 9 ao de 

o 2 - 

AR 

G6 PT1: 

transportador 1 da 
glicose 6 fosfato 

Hipoglicemia de jejum, 

acidose lactica, 

hiperlipidemia, hepatomegalia 

• Neutropenia cfclica 

Neutrofilos 

? 

AD 

ELANE: resposta a 
protefnas mal 

dobradas 

Oscila 9 oes no numero de 
leucocitos e plaquetas 

• Neutropenia ligada ao 

x, as 

vezes/mielodisplasia 

Neutrofilos e 

monocitos 

Mitose 

LX 

WAS: regulador 
do citoesqueleto de 
actina (perda da 
autoinibi 9 ao) 

Monocitopenia 

• Deficiencia de pl4 

Neutrofilos, 

linfocitos e 

melanocitos 

Biogenese do 

endossomo 

AR 

ROBLD3: 

protefna 

adaptadora 

endossomal 14 

Neutropenia, 

hipogamaglobulinemia, 

citotoxicidade CD8 li, 

albinismo parcial, deficit de 

crescimento 

• Smdrome de Barth 

Neutrofilos 

Diferencia 9 ao 

mieloide 

LX 

TAZ (Taffazin): 
estrutura lipldica 

da membrana 

mitocondrial 

anormal 

Cardiomiopatia, retardo de 

crescimento 

• Smdrome de Cohen 

Neutrofilos 

Diferencia 9 ao 

mieloide 

AR 

COH1: patogenese 

desconhecida 

Retinopatia, retardo de 

desenvolvimento, 

dismorfismos faciais 

• Poiquilodermia com 
neutropenia 

Neutrofilos 

Diferencia 9 ao 

mieloide, 

produ 9 ao de 

o 2 - 

AR 

C16orf57: 

patogenese 

desconhecida 

Poiquilodermia, 

mielodisplasia 

Defeitos de motilidade 

• Defeito de adesao de 

leucocitos tipo 1 

Neutrofilos, 

monocitos. 

Motilidade, 

quimiotaxia. 

AR 

INTGB2: protefna 
de adesao (CD 18) 

Cicatriza 9 ao retardada; ulceras 
cronicas de pele, periodontite. 


(LAD 1) (Deficiencia 

de CD 18) 

linfocitos e 

celulas NK 

aderencia, 

endocitose, 

citotoxicidade 

de T/NK 



leucocitose 

• Defeito de adesao de 

leucocitos tipo 2 

(LAD2) 

Neutrofilos e 

monocitos 

Rolagem e 
quimiotaxia 

AR 

FUCT1: 

transportador de 

fucose-GDP 

Quadro similar a LAD leve + 

grupo sangufneo hh + retardo 

mental e de crescimento 

• Defeito de adesao de 

leucocitos tipo 3 

(LAD3) 

Neutrofilos, 

monocitos, 

linfocitos e 

celulas NK 

Aderencia e 

quimiotaxia 

AR 

KINDLIN3: 

ativafjao via Rap-1 
das betaintegrinas 

1 e3 

Quadro similar a LAD1 + 

tendencia a sangramentos 

• Deficiencia de Rac2 

Neutrofilos 

Aderencia, 

quimiotaxia, 
produijao de 

o 2 - 

AD 

RAC2: regulaijao 
do citoesqueleto de 

actina 

Cicatrizagao retardada, 

leucocitose 

• Deficiencia de beta- 

actina 

Neutrofilos e 

monocitos 

Motilidade 

AD 

ACTB: actina 

citoplasmatica 

Retardo mental, baixa estatura 

• Periodontite juvenil 

localizada 

Neutrofilos 

Quimiotaxia 

induzida por 

formil- 

pepti'deos 

AR 

FPR1: receptor de 
quimiocina 

Periodontite isolada 

• Smdrome de Papillon- 

Lefevre 

Neutrofilos e 

monocitos 

Quimiotaxia 

AR 

CTSC: catepsina 
C, ativaijao 

anormal de 

proteases da serina 

Periodontite, hiperqueratose 
palmo-plantar em alguns 
pacientes 

Deficiencia de granulos 
especfficos 

Neutrofilos 

Quimiotaxia 

AR 

C/EBPE: fator de 

transcricao 

mieloide 

Neutrofilos com nucleos 

bilobulados 

Smdrome de 

Shwachman-Diamond 

Neutrofilos 

Quimiotaxia 

AR 

SBDS: sfntese de 

ribossomos 

defeituosa 

Anemia, trombocitopenia, 
insuficiencia pancreatica 
exocrina, condrodisplasia 

Defeitos da explosao oxidativa ( burst respiratorio) 

• DGC ligada ao X 
(deficiencia da gp91 
phox) 

Neutrofilos e 

monocitos 

Morte 

intracelular 

(produfao 

insuficiente de 

metabolitos 

reativos 

derivados do 

0 2 ) 

LX 

CYBB: protefna 
transportadora de 
eletrons (gp91 
phox) 

Fenotipo McLeod (alguns 
pacientes tern delefoes que se 
estendem ao locus contfguo 
Kell, apresentando distrofia 
muscular, retinite pigmentosa 
e queda tardia do cordao 

umbilical) 

• DGC autossomica 

recessiva: 

• p22 phox 

• p47 phox 

• p67 phox 

Neutrofilos e 

monocitos 

Morte 

intracelular 

(produfao 

insuficiente de 

metabolitos 

reativos 

AR 

CYBA: protefna 
transportadora de 
eletrons (p22 
phox) 

NCF1: protefna 
adaptadora p47 



• p40 phox 


derivados do 

O 2 ) 


phox 

NCF2 : protema 
ativadora p67 phox 
NCF4: protema 
ativadora p40 phox 


• Deficiencia de G6 PD 

Neutrofilos 

Morte 

intracelular 

(produgao 

insuficiente de 

metabolitos 

reativos 

derivados do 

O 2 ) 

LX 

G6 PD: glicose 6- 

fosfato 

desidrogenase 

Anemia hemoh'tica, icterfcia 

neonatal prolongada, 

furunculose, abscessos 

• Deficiencia de 

mieloperoxidase 

Neutrofilos 

Morte 

intracelular 

(produgao 

insuficiente de 

haletos, p. ex., 
hipoclorito) 

AR 

MPO: 

mieloperoxidase 

neutrofflica 

Furunculos, abscessos e 

infecgoes mucocutaneas por 
Candida spp Manifesta-se 
somente na vigencia de outros 
disturbios da imunidade (p. 
ex., diabetes mellitUS) 


Defeitos do eixo IL-12/IFN-y (Suscetibilidade mendeliana a doengas micobacterianas) 


Deficiencia completa de Linfocitos e 

IFN-y R1 monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por 

IFN-y 

AR 

Mutagoes de IFN-y R1 

Micobacterioses 

Deficiencia parcial de 
IFN-y R1 

Linfocitos e 

monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por 

IFN-y 

AD (dominante 

negativa) 

Mutagoes de IFN-y R1 

Micobacterioses e 

eventuais micoses 

profundas 

Deficiencia completa de Linfocitos e 
IFN-y R2 monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por 

IFN-y 

AR 

Mutagoes de IFN-y R2 

Micobacterioses e 

eventuais micoses 

profundas 

Deficiencia de IL-12 

p40 

Monocitos 

Secregao 

reduzida de 

IFN-y 

AR 

Mutagoes de IL-12 p40 

Micobacterioses + 

salmoneloses 

Deficiencia de IL-12 

Rbl 

Linfocitos e 

celulas NK 

Secregao 

reduzida de 

IFN-y 

AR 

Mutagoes de IL-12 Rbl 

Micobacterioses + 

salmoneloses + 

eventuais micoses 

profundas 

Deficiencia parcial de 

STAT-1 

Linfocitos e 

monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por 

IFN-y 

AD (dominante 

negativa) 

Mutagoes de STAT-1 
(dominante negativo 

sobre GAF e recessivo 

sobre ISGF3) 

Micobacterioses 

Deficiencia completa 

de STAT-1 

Linfocitos e 

monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por 

IFN-y e IFN-a 

AR 

Mutagoes de STAT-1 

Micobacterioses + 

Herpes viroses 

Deficiencia da gp91 
phox de macrofagos 

Macrofagos 

Morte 

intracelular 

(produgao 

LX 

C YBB: protema 
transportadora de 
eletrons (gp91 phox) 

Suscetibilidade isolada 

a micobacterioses 




insuficiente de 

metabolitos 

reativos 

derivados do 

O 2 ) 




Deficiencia de IRF-8 

(forma AD) 

Celulas 

dendriticas 

(DC) 

mieloides 

CD1 c+ 

Diferenciagao 

de DC 

mieloides do 

tipo 1 

AD 

IRF8: produgao 
reduzida de IL-12 por 

celulas dendriticas 

mieloides CD 1 c+ 

Suscetibilidade isolada 

a micobacterioses 

Deficiencia de IRF-8 

(forma AR) 

Monocitos e 

celulas 

dendriticas 

mieloides 

Citopenias 

AR 

IRF8: produgao 

reduzida de IL-12 

Suscetibilidade a 

micobacterioses, 

Candida, 

mieloprolifcracao 

Deficiencia de GATA- 

2 sindrome Mono- 

MAC 

Monocitos e 

DC, celulas 

NK e B 

Citopenias em 

multiplas 

linhagens 

AD 

GA TA2: perda de 

celulas-tronco 

Suscetibilidade a 

micobacterias, 

papilomavirus, 
histoplasmose, 
proteinose alveolar, 
mielodisplasia/leucemia 

mieloide 

aguda/leucemia 

mielomonocitica 

cronica 

Proteinose alveolar 

pulmonar 

Macrofagos 

alveolares 

Sinalizagao de 

GM-CSF 

Mutacocs bialelicas 

em genes 

pseudoautossomicos 

CSF2RA 

Proteinose alveolar 


ACTB: actina beta; B: linfocitos B; CEB PE: CCAAT/protema potencializadora de ligagao epsilon; CYBA: subunidade alfa do citocromo 
b; CYBB: subunidade beta do citocromo b; DC: celulas dendrfticas; ELANE: elastase neutrofflica; GATA2: proteina ligante de GATA 2; 
IFN: interferon; IFNGR1: subunidade 1 do receptor de interferon-gama; IFNGR2: subunidade 2 do receptor de interferon-g6ama; IL12B: 
subunidade beta (p40) da interleucina-12; IL12RB1; receptor beta 1 da interleucina-12; IFR8: fator regulador da interferon 8; F: 
fibroblastos; FPR1: receptor 1 de formilpeptideo; FUCT1: transportador 1 de fucose; GFI1: independente de fatores troficos 1; F1AX1: 
proteina associada a F1LCS1 - XI; ITGB2: integrina-beta-2; L: linfocitos; M: monocitos-macrofagos; MDC: celulas dendriticas 
mieloides; MDS: mielodisplasia; Mel: melanocitos; M(|): macrofagos; MSMD: suscetibilidade mendeliana a doenca micobacteriana; N: 
neutrofilos; NCF1: fator citosolico de neutrofilos 1; NCF2: fator citosolico de neutrofilos 2; NCF4: fator citosolico de neutrofilos 4; NK: 
celulas citotoxicas naturais; ROBLD3: proteina que apresenta dominio roadblock 3; SBDS: sindrome de Shwachman-Bodian-Diamond; 
STAT: transdutor de sinais e ativador da transcrigao. 


Tabela 28.6 Defeitos da imunidade inata. 

Denominagao 

Celulas 

afetadas 

Defeitos 

funcionais 

Heranga 

Gene afetado 

Caracteri'sticas 

Displasia ectodermica anidrotica com imunodeficiencia (EDA-ID) 

EDA-ID ligada ao X 

(deficiencia de NEMO) 

Linfocitos e 

monocitos 

Via de sinalizacao 

do NF-kB 

LX 

IKBKG (NEMO) um 
modulador da ativagao do 

NF-kB 

Displasia ectodermica 

anidrotica + 

deficiencias de 

anticorpos a 
polissacarides + 

inleccdcs variadas 








(micobacterias e 

piogenicas) 

EDA-ID autossomica 

dominante 

Linfocitos e 

monocitos 

Via de sinalizagao 

do NF-kB 

AD 

Mutagao com ganho de 
fungao de IKBA, com 
ativagao inadequada de 

NF-kB 

Displasia ectodermica 

anidrotica + 

deficiencias de celulas 

T + infecgdes variadas 

Deficiencia de IRAK4 

Linfocitos e 

monocitos 

Via de sinalizagao 

de TIR-IRAK 

AR 

Mutagao de IRAK4, um 
componente das vias de 
sinalizagao de IL-1R e 

TLR 

Infecgoes bacterianas 
piogenicas 

Deficiencia de MyD88 

Linfocitos e 

monocitos 

Via de sinalizagao 
de TIR-MyD88 

AR 

Mutagao de MyD88, um 
componente das vias de 
sinalizagao de IL-1R e 

TLR 

Infecgoes bacterianas 
piogenicas 

WHIM - Verrugas, 

hipogamaglobulinemia, 
infecgoes e mielocatexia 

Granulocitos e 

monocitos 

Resposta 

aumentada do 

receptor de 
quimiocina 

CXCR4 ao seu 

ligante CXCL12 

(SDF-1) 

AD 

Mutagao com ganho de 
fungao de CXCR4, o 
receptor para CXCL12 

Hipogamaglobulinemia, 

numero reduzido de 

celulas B, neutropenia, 

verrugas por HPV 

Epidermodisplasia 

verruciforme 

Queratinocitos e 

leucocitos 


AR 

Mutagoes de EVER1 e 

EVER2 

Infecgao por HPV do 
grupo B1 e cancer de 
pele 

Encefalite por herpes simples (HSE) 

• Deficiencia de TLR3 

Celulas residentes 

do SNC e 

fibroblastos 

Indugao de IFN-a, 

(3 e X dependente 

de TLR3 

AD 

Mutagoes de TLR3 

Encefalite por Herpes 
simples tipo 1 

• Deficiencia de 

UNC93B1 

Celulas residentes 

do SNC e 

fibroblastos 

Indugao de IFN-a, 

(3 e X dependente 

de UNC93B 

AR 

Mutagoes de UNC93B1 

Encefalite por Herpes 
simples tipo 1 

• Deficiencia de TRAF3 

Celulas residentes 

do SNC e 

fibroblastos 

Indugao de IFN-a, 

(3 e X dependente 

de TRAF3 

AD 

Mutagoes de TRAF3 

Encefalite por Herpes 
simples tipo 1 

Predisposigao a doengas 
fungicas 

Fagocitos 

mononucleares 

Via de sinalizagao 

de CARD9 

AR 

Mutagoes de CARD9 

Candidtase invasiva e 

dermatofitose periferica 

Candidi'ase mucocutanea cronica (CMC) 

• Deficiencia de IL17RA 

Celulas epiteliais, 

fibroblastos, 

fagocitos 

mononucleares 

Via de sinalizagao 

de IL17RA 

AR 

Mutagoes de IL17RA 

Candidtase 

mucocutanea cronica 

• Deficiencia de IL17F 

Celulas epiteliais, 

fibroblastos, 

fagocitos 

mononucleares 

Dimeros contendo 

IL17F 

AD 

Mutagoes de IL 17F 

Candidi'ase 

mucocutanea cronica 


• Deficiencia partial de 
STAT-1 com ganho de 

funcao 

Linfocitos e 

monocitos 

Disturbio na 

sinalizagao por IL- 

17 

AD 

Mutagoes dc STAT-1 
com ganho de fungao (no 

domlnio coiled-coit) 

Candidfase 

mucocutanea cronica 

Tripanossomiase 

APOL-1 

Tripanossomiase 

AD 

Mutagoes de APOL-1 



NF-kB: fator nuclear kB; TIR: receptor de toll e interleucina 1; IFN: interferona; HP: papiloma virus humano; TLR: receptor toll-like: IL 
interleucina. 


Tabela 28.7 Sfndromes autoinflamatorias. 

Denominacao 

Celulas 

afetadas 

Defeitos funcionais 

Heranga 

Gene afetado 

Caracteri'sticas 

Doencas afetando o inflamassomo 

• Febre familiar do 

Mediterraneo 

Granulocitos 

maduros, 

monocitos 

ativados por 

citocinas 

Produgao reduzida de 
pirina permite o 
processamento de IL-1 
induzido por ASC e 
inflamagao apos dano 

subclinico da serosa; 

apoptose de macrofagos 

reduzida 

AR 

Mutagoes de MEFV 

Febre recorrente, serosite 

e inflamagao responsiva a 
colchicina. Predispoe a 
vasculites e doenga 

inflamatoria intestinal 

• Sindrome de 

hiper-IgD 


Deficiencia de 

mevalonato quinase 

afetando a sintese de 

colesterol; patogenese da 

doenca desconhecida 

AR 

Mutagoes de MVK 

Febre periodica e 

leucocitose com 

adenomegalias e nlveis 
elevados de IgD e IgA 

• Sindrome de 

Muckle-Wells 

PMN, monocitos 

Defeito na criopirina, 
envolvida na apoptose de 
leucocitos, sinalizagao do 
NFkB e processamento 

da IL-1 

AD 

Mutagoes de CIAS1 

(tambem chamado de 

PYFAP1 ou NALP3 ) 

Urticaria, surdez 

neurossensorial, 

amiloidose 

• Sindrome 

autoinflamatoria 

familiar ao frio 

PMN, monocitos 

Defeito na criopirina, 
envolvida na apoptose de 
leucocitos, sinalizagao do 

NFkB e processamento 

da IL-1 

AD 

Mutagoes de CIAS 1 

(tambem chamado de 

PYFAP1 ou NALP3) 

Urticaria nao pruriginosa, 

artrite, calafrios, febre e 

leucocitose apos 
exposigao ao frio 

• Doenca 

inflamatoria 

multissistemica 

de inicio 

neonatal 

(NOMID) ou 

sindrome 

articular, 

cutanea e 

neurologica 

infantil cronica 

(CINCA) 

PMN, condrocitos 

Defeito na criopirina, 
envolvida na apoptose de 
leucocitos, sinalizagao do 

NFkB e processamento 

da IL-1 

AD 

Mutagoes de CIAS 1 

(tambem chamado de 

PYFAP1 ou NALP3) 

Rash neonatal com 

febre, artrite, meningite 
cronica e inflamagao 

Doencas nao relacionadas ao inflamassomo 




• Smdrome 

periodica 

associada ao 

receptor de 

TNF (TRAPS) 

PMN, monocitos 

Mutacdes do receptor de 

TNF de 55-kD levando a 

retengao intracelular do 
receptor ou redugao do 
receptor soluvel 
disponfvel para se ligar 

ao TNF 

AD 

Muta 9 oes de 

TNFRSF1A 

Febre recorrente, serosite, 

rash , inflama 9 ao ocular e 

articular 

• Doenga 

inflamatoria 

intestinal de 

inlcio precoce 

Monocitos, celulas 

T ativadas 

Mutagao na IL-10 ou no 
receptor de IL-10 

induzindo aumento de 

TNFy e outras citocinas 
pro-inflamatorias 

AR 

Muta 9 oes em IL10, 

1LI ORA ou 1 LI ORB 

Enterocolite de inrcio 

precoce, fistulas 

entericas, abscessos 

perianais, foliculite 

cronica 

• Smdrome PAPA: 

artrite piogenica 

esteril, 

pioderma 

gangrenoso, 

acne 

Tecidos 

hematopoeticos, 
regulagao positiva 

de celulas T 

ativadas 

Disturbio da 

reorganizagao da actina 
levando a compromisso 
da sinalizagao fisiologica 

durante a inflamacao 

AD 

Muta 9 oes em PSTPIP1 

(tambern conhecida como 

CD2BP1) 


• Smdrome de 

Blau 

Monocitos 

Mutagoes no srtio de 
ligagoes de nucleoti'dios 

de CARD 15, 

possivelmente rompendo 
as interagoes com 
lipopolissacarides e 
sinaliza 9 ao do NF-kB 

AD 

Muta 9 oes em NOD2 
(tambern denominado 

CARD 15) 

Uver'te, sinovite 

granulomatosa, 
camptodactilia, rash , 
neuropatias cranianas, 

30% desenvolvem 

doen 9 a de Crohn 

• Osteomielite 

cronica 

multifocal 

recorrente e 

anemia 

diseritropoetica 

congenita 

(smdrome de 

Majeed) 

Neutrofilos, 

celulas da medula 

ossea 

Indefinido 

AR 

Muta 9 oes em LPIN2 

Osteomielite cronica 

multifocal recorrente, 

anemia dependente de 

transfusoes, doen 9 a 

inflamatoria cutanea 

• Deficiencia do 

antagonista do 
receptor de IL-1 

(DIRA) 

Neutrofilos e 

monocitos 

Muta 9 oes no antagonista 
do receptor de IL1 
permitindo a 9 ao contmua 

da interleucina 1 

AR 

Muta 9 oes de IL-1RN 

Osteomielite multifocal 

esteril, 

periostite e pustulose 


PMN: celulas polimorfonucleares; ASC: protema associada a apoptose similar a speck com um domlnio de recrutamento de caspases; 

CARD: dommio de recrutamento de caspases; CD2BP1: protema 1 ligadora de CD2; PSTPIP1: protema 1 interativa com fosfatase de 
prolina/serina/treonina; CIAS1: smdrome autoinflanratoria induzida pelo frio 1. 


Tabela 28.8 Deficiencias do sistema complemento. 

Designagao/ 

Deficiencia 

Defeito funcional 

Heranga 

Defeito genetico 

Sintomas 

Clq 

Ausencia de atividade hemolltica do 

CH50, complexo de ataque a 

AR 

Mutagoes em C1QA , 

CIQBeCIQC 

Smdrome lupus-simile, doenga 
reumatoide, infecgoes 




membrana (MAC) defeituoso, 

dissolugao prejudicada de 
imunocomplexos, clearance 
prejudicado de celulas apoptoticas 




Clr* 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50, MAC defeituoso, dissolugao 

prejudicada de imunocomplexos, 
clearance prejudicado de celulas 
apoptoticas 

AR 

Mutagoes em ClR 

Sfndrome lupus-sfmile, doenga 
reumatoide, multiplas doengas 
autoimunes, infecgoes 

Cl s 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50, MAC defeituoso, dissolugao 
prejudicada de imunocomplexos, 
clearance prejudicado de celulas 
apoptoticas 

AR 

Mutagoes em CIS 

Sfndrome lupus-sfmile, multiplas 
doengas autoimunes 

C4 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50, MAC defeituoso, dissolucao 

prejudicada de imunocomplexos, 
resposta imune humoral prejudicada 
a antfgenos de carboidratos em 
alguns pacientes 

AR 

Mutagoes em C4A ou 

C4B 

Sfndrome lupus-sfmile, doenga 
reumatoide, infecgoes 

C4A homozigoto: LES, diabetes tipo 

I; C4B homozigoto: meningite 

bacteriana 

C2 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50, MAC defeituoso, dissolucao 
prejudicada de imunocomplexos 

AR 

Mutagoes em C2 

Sfndrome lupus-sfmile, vasculite, 
polimiosite, aterosclerose, infecgoes 
piogenicas, glomerulonefrite 

C3 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

resposta imune humoral prejudicada, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C3 

Infecgoes piogenicas recorrentes 
graves; sfndrome lupus-sfmile, 
glomerulonefrite; sfndrome hemolftica 
uremica atfpica; SNP selecionados 
relacionados com degeneragao 

macular associada a idade 

C5 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C5a e 
C5|3 

Infecgoes por Neisseria, sfndrome 
lupus-sfmile 

C6 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C6 

Infecgoes por Neisseria, sfndrome 
lupus-sfmile 

C7 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C7 

InfecgSes por Neisseria, sfndrome 
lupus-sfmile, vasculite 

C8a*** 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C8a 

Infecgoes por Neisseria, sfndrome 
lupus-sfmile 

C8(3 

Ausencia de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

atividade bactericida defeituosa 

AR 

Mutagoes em C8\ 3 

Infecgoes por Neisseria, sfndrome 
lupus-sfmile 

C9 

Redugao de atividade hemolftica do 

CH50 e APH50, MAC defeituoso, 

AR 

Mutagoes em C9 

Infecgoes por Neisseria, menos grave 
que nas deficiencias de C5, C6, C7 e 


atividade bactericida defeituosa 


C8 


Inibidor de Cl 

Ativagao espontanea das vias de 
complemento com consumo de 

C4/C2, ativagao espontanea do 
sistema de contato com geragao de 
bradicinina do cininogenio de alto 
peso molecular 

AD 

Mutagoes em C1INH 

Angioedema hereditario 

Fator I 

Ati vacao espontanea da via 
alternativa do complemento com 

consumo de C3 

AR 

Mutagoes no fator I - 

CFI - levando a 

catabolismo 

acelerado de C3 

Infecgoes piogenicas recorrentes, 
glomerulonefrite, LES, sfndrome 
hemolftica uremica atfpica, alguns 

SNP - pre-eclampsia grave 

Fator H 

Ativagao espontanea da via 
alternativa do complemento com 

consumo de C3 

AR 

Mutagoes no fator H 

- CFH - levando a 

catabolismo 

acelerado de C3 

Sfndrome hemolftica uremica atfpica, 
infecgoes piogenicas recorrentes, 
glomerulonefrite 

membranoproliferativa, alguns SNP - 
pre-eclampsia grave 

Fator D 

Ausencia de atividade hemolftica do 

APH50 

AR 

Mutagoes em CFD, 
prejudicando a 
ativagao de 
complemento pela via 

alternativa 

Infecgoes por Neisseria 

Properdina 

Ausencia de atividade hemolftica do 

APH50 

LX 

Mutagoes em PFC — 
properdina, 
prejudicando a 
ativagao de 
complemento pela via 

alternativa 

Infecgoes por Neisseria 

MASP1 

Perda potencial de sinais de migragao 

celular embrionarios 

AR 

Mutagoes em MAS PI 

levando a disturbio da 

via de complemento 

atraves das 

proteases de serina 

associados a lectina 

ligadora de manose 

Sfndrome de dismorfismo facial, labio 

e/ou palato leporino, craniossinostose, 
dificuldade de aprendizado e 
anomalias genitais, vesicorrenais e de 

membros 

Sfndrome 3 MC: 

deficiencia de 

COLEC11 

Perda potencial de sinais de migragao 

celular embrionarios 

AR 

Mutagoes em CLK1, 
gene que codifica 
uma lectina do tipo C 
que deve servir como 
quimioatraente 

Sfndrome de dismorfismo facial, labio 

e/ou palato leporino, craniossinostose, 
dificuldade de aprendizado e 
anomalias genitais, vesicorrenais e de 

membros 

MASP2 

Ausencia de atividade hemolftica da 

via das lectinas 

AR 

Mutagoes em MASP2 

levando a disturbio da 

via de complemento 

atraves das 

proteases de serina 

associados a lectina 

ligadora de manose 

Infecgoes piogenicas; doenga 
inflamatoria pulmonar; manifestagSes 

mais leves 

Deficiencia do 

Veja LAD1 na Tabela 8 

AR 

Mutagoes em 

— 


receptor de 
complemento 3 

(CR3) 



INTGB2 


Deficiencia de 

proteina cofator de 

membrana (CD46) 

Inibidor da via altemativa de 

complemento, ligagao a C3b reduzida 

AR 

Mutagoes em MCP 
levando a perda da 

atividade do cofator 

necessario para a 
clivagem de C3B e 

C4B dependente de 

fator I 

Infecgoes piogenicas recidivantes, 
glomerulonefrite, LES; 

sindrome hemolrtica-uremica; em 

alguns SNP: pre-eclampsia grave 

Deficiencia do 

inibidor do 

complexo de 

ataque a 

membrana (CD59) 

Hemacias altamente suscetfveis a lise 

por complemento 

AR 

Mutagoes em CD59 
levando a perda 

deste inibidor dos 

complexos de ataque 

a membrana 

Anemia hemolitica, trombose 


Hemoglobinuria 

paroxistica 

noturna 


Hemolise mediada por complements M utagao Doenga que resulta 

adquirida da expansao de 
ligada ao X celulas-tronco 
hematopoeticas 
portando mutagoes 
em PIGA e 
subsequente perda 
da biossintese de 
glicosilfosfatidilinositol 
(GPI), uma parte da 
molecula que liga as 
protemas a superficie 
celular 


Hemolise recorrente; hemoglobinuria, 
dor abdominal, distonias da 
musculatura lisa, fadiga e trombose 


Deficiencia de Ausencia de ativagao de AR 

ficolina 3 complemento pela via da ficolina3 


Mutagoes em FCN3, 
levando a deposigao 
defeituosa de 
complemento 


Infecgoes piogenicas graves e 
recorrentes principalmente nos 
pulmoes; enterocolite necrosante na 
infancia; defeito seletivo de anticorpos 
a polissacarides pneumococicos 


MAC: complexo de ataque a membrana; SLE: lupus eritematoso sistemico; MBP: proteina ligadora de nranose; MASP2: protease de 
serina 2 associada a MBP. 


Tabela 28.9 Fenocopias das imunodeficiencias primarias. 

Doenga 

Defeito genetico; 

patogenese 

presumida 

Celulas T 

circulantes 

Celulas B 

circulantes 

lg serica 

Achados associados; IDP similar 

Associada com mutagdes somaticas 

Sindrome 

linfoproliferativa 

autoimune (ALPS- 

SFAS) 

Mutagao somatica em 

TNFRSF6 

Aumento 

de celulas 

T alfabeta 

duplo- 

negativas 

(CD4-CD8- 

) 

Normal, 

mas com 

celulas 

CD5+ 

aumentadas 

Normal ou 

aumentada 

Esplenomegalia, linfadenomegalia, 
citopenias autoimunes; apoptose de 

linfocitos defeituosa/AFPS-FAS (= 

AFPS tipo 1 m) 




Doenga 

leucoproliferativa 

autoimune associada a 

RAS (RALD) 

Mutagao somatica de 
KRAS (ganho de 
fungao) 

Normal 

Linfocitose 

de celulas B 

Normal ou 

aumentada 

Esplenomegalia, linfadenomegalia, 
citopenias autoimunes, granulocitose, 

monocitose/ALPS-slmile 

Doenga 

leucoproliferativa 

autoimune associada a 

RAS (RALD) 

Mutagao somatica de 
NRAS (ganho de 
fungao) 

Aumento 

de celulas 

T alfabeta 

duplo- 

negativas 

(CD4-CD8- 

) 

Linfocitose 


Esplenomegalia, linfadenomegalia, 
autoanticorpos/ALPS-sfmile 

Associada com autoanticorpos 

Candidfase mucocutanea 

cronica (isolada ou com 

APECED) 

Mutagao em AIRE 
Autoanticorpos anti- 

IL17 e/ou IL22 

Normal 

Normal 

Normal 

Endocrinopatia, candidfase 

mucocutanea cronica (CMC) 

Imunodeficiencia de 

im'cio na idade adulta 

Autoanticorpos anti- 

IFN-gama 

Redugao 

de celulas 

T virgens 

Normal 

Normal 

Infecgoes por micobacterias, fungos, 
salmonelas, herpes-zoster ou 

imunodeficiencia combinada 

Infecgoes cutaneas 

recorrentes 

Autoanticorpos anti-IL6 

Normal 

Normal 

Normal 

Infecgoes estafilococicas/deficiencia 

de STAT3 

Proteinose alveolar 

pulmonar 

Autoanticorpos anti- 

GM-CSF 

Normal 

Normal 

Normal 

Proteinose alveolar pulmonar, 
meningite criptococica/deficiencia de 

CSF2RA 

Angioedema adquirido 

Autoanticorpos anti- 

inibidores de Cl 

(C1INH) 

Normal 

Normal 

Normal 

Angioedema/deficiencia de Cl INH 
(angioedema hereditario) 


Desse modo, pela aplicagao de um enfoque estrategico para avaliagao imunologica, a maioria dos casos de pacientes supostamente 
imunodeficientes pode ser descartada de modo eficaz e com custo razoavel por testes laboratoriais padronizados. Para os casos considerados 
reais portadores de imunodeficiencias, a avaliagao necessita de um laboratorio capaz de realizar testes de imunologia e de biologia molecular 
sofisticados, alem de uma equipe especializada para obter e interpretar os resultados. 

Enfoque sequencial na avaliagao de imunodeficiencias 

E fundamental que se reconhegam as caracterfsticas que definem um paciente em risco de imunodeficiencia, devido ao fato de que sent um 
diagnostico precoce e intervengao adequada algumas doengas podem ser fatais (Quadro 28.1). 

Uma vez que um paciente com suspeita de imunodeficiencia tenha sido identificado, o diagnostico diferencial frequentemente exige 
investigagao de mais de um ramo da resposta imune. Uma caracterfstica importante relaciona-se com os agentes patogenicos envolvidos, que 
direcionam para o ramo afetado (Quadro 28.2). 

Os achados clinicos das alteragoes de fagocitos, sejam estas numericas ou funcionais, demonstram a suscetibilidade a infecgoes, em 
geral bacterias ou fungos acometendo as barreiras do hospedeiro com o ambiente, ou seja, a pele e as mucosas, havendo frequentemente 
infecgoes supurativas e disseminagao. 

Os pacientes portadores de disturbios da imunidade celular adaptativa costumam apresentar processos infecciosos, comumente 
denominados oportunistas, por agentes intracelulares de baixa patogenicidade ou neoplasias. E importante ressaltar que, devido a fungao 
reguladora das celulas T sobre o ramo humoral e mesmo sobre o ramo fagoci'tico, grande parte dos disturbios de linfocitos T se caracteriza 
por imunodeficiencias combinadas, ou seja, afetam mais de um ramo da resposta imunologica. 

A cascata de complemento e responsavel pela opsonizagao (facilitagao da fagocitose), quimiotaxia, anafilaxia e atividades bactericidas 
por ativagao sequencial dos componentes tanto da via classica (ativada por imunocomplexos), quanto da via alternativa (deflagrada pela 
ativagao de C3 por mecanismos independentes de anticorpos e tambem por endotoxina, fragmentos de parede celular ou imunoglobulina 
agregada), ou ainda da via dependente da protema ligante de rnanose, agucar presente em grande parte das paredes celulares de fungos. Nos 



disturbios da cascata de complemento, tem-se: angioedema hereditario, na deficiencia do inibidor da Cl esterase; smdromes lupus-simile e 
glomerulonefrites nos deficits dos componentes iniciais da via classica (Cl, C2, C4); e, finalmente, infecgoes de repetigao por bacterias 
capsuladas, principalmente do genero Neisseria nas deficiencias dos componentes da via alternativa e do complexo de ataque a membrana. 

Por fim, os disturbios da imunidade humoral variam em gravidade dependendo do grau de acometimento na produgao dos diversos 
isotipos de imunoglobulinas, assim como em sua fungao contra diferentes tipos de antigenos. Por exemplo, indivfduos deficientes de IgA 
podem levar vida normal, sendo ocasionalmente diagnosticados em virtude da presenga de imunodeficiencias na familia ou mesmo em 
analises de doadores de bancos de sangue. Por outro lado, portadores de deficiencias mais amplas, acometendo diversos isotipos, apresentam 
manifestagoes infecciosas frequentes e mais graves. Por isso, uma avaliagao passo a passo deve ser utilizada para a investigagao desses 
pacientes (Figura 28.2). 

■ Primeira fase 

Pode ser realizada em qualquer servigo de saude. Deve compreender (Quadro 28.3) um hemograma completo, incluindo avaliagao de numero 
e tamanho das plaquetas, contagem de linfocitos e morfologia das celulas. A analise quantitativa dos leucocitos e essencial para avaliagao da 
imunidade, porem, deve-se sempre lembrar que seus numeros variam de acordo com a faixa etaria. O numero reduzido de neutrofilos pode 
diagnostical - uma neutropenia grave, assim como uma neutrofilia pode, alem das leucoses, sugerir uma deficiencia de moleculas de adesao. A 
linfopenia em um recem-nato ou crianga pequena e altamente sugestiva de uma imunodeficiencia combinada grave, enquanto a plaquetopenia 
com volume reduzido das plaquetas em uma crianga do sexo masculino pode indicar sindrome de Wiskott-Aldrich ou plaquetopenia ligada 
ao sexo (mutagoes do gene WASp). 


Quadro 28.1 Sinais de possivel imunodeficiencia. 

Sinais infecciosos 

• Mais de quatro infecgbes bacterianas ao ano (comprovadas) 

• Bronquiectasias inexplicadas 

• Infecgoes graves recorrentes (meningites, osteomielites, artrites) 

• Infecgoes atfpicas, muito graves ou cronicas, com patogenos incomuns ou oportunistas 

• Verrugas graves 

• Complicagoes de vacinagao (BCGite, doenga paralitica pela vacina Sabin etc.) 

Sinais gerais 

• Deficit de crescimento 

• Diarreia cronica (ma absorgao/insuficiencia pancreatica) 

• Historia familiar positiva 

Outros sinais 

• Eczema 

• Fotossensibilidade 

• Albinismo parcial 

• Vasculite e telangiectasia 

• Queda tardia do cordao umbilical (> 4 semanas) 

• Dismorfismo 

• Microcefalia 

• Parada de crescimento ou crescimento desproporcional 

• Ataxia 

• Neoplasia (principalmente linfoma) 


A agao fagoci'tica depende de diversos mecanismos celulares, entre eles expressao de receptores, quimiotaxia e burst respiratorio. Este 
ultimo mecanismo e normalmente avaliado na primeira fase da analise da fagocitose. A destruigao dos patogenos ingeridos pela celula por 




fagocitose depende da produgao do anion superoxido (CF ), processo chamado burst oxidativo ou respiratorio (Figura 28.3). Ele pode ser 
abordado pelo teste em lamina com nitrobluetetrazolium (NBT). O reagente NBT e transformado em formazan por agao do () 2 produzido 
pelos polimorfonucleares (PMN) ativados in vitro com esteres de forbol (PMA), lipopolissacaride (LPS) ou particulas opsonizadas, 
produzindo uma cor azul. As celulas ativadas sao visualizadas por microscopia optica e podem ser contadas, originando um resultado 
semiquantitativo (Figura 28.4). 

Para a avaliagao inicial da cascata de complemento utilizam-se ensaios funcionais de triagem para a via classica e para a via altemativa, 
que quantificam a capacidade de lise de alvos suscetiveis a destruigao pelo complexo de ataque a membrana (MAC) do sistema 
complemento. Esses ensaios sao: 

• Ensaio de CF150: avalia funcionalmente os componentes da via classica e da via final comum (MAC). Eritrocitos de carneiro pre- 
sensibilizados com anticorpos anti-hemacias sao incubados a 37 °C com diluigoes do soro do paciente. A atividade do complemento e 
determinada pela diluigao do soro que consegue lisar 50% das hemacias, comparadas ao 0% de lise (hemacias e solugao salina isotonica) e 
aos 100% de lise (hemacias e agua destilada; Figura 28.5) 

• Ensaio de APF150: avalia funcionalmente os componentes da via alternativa. O soro do paciente deve ser colhido com um quelante de calcio 
como o acido etilenodiamino tetra-acetico (EDTA) para assegurar a inativagao da via classica. Eritrocitos de coelho sao expostos a 
diluigoes da amostra e o resultado e expresso pela diluigao do soro que causa 50% de lise das hemacias, sempre comparadas com padroes 
de 0 e 100% de lise. Esse teste avalia componentes unicamente presentes na via alternativa - fatores B, D e properdina, mas e importante 
ressaltar que ambos (CFI50 e APF150) avaliam os componentes C3 e C5-C9 do complexo de ataque a membrana. 


Quadro 28.2 Relagao entre microrganismo e imunodeficiencia. 

Defeitos celulares 

Disfungoes de fagocitos 

• Principalmente Staphylococcus aureus, tambem Serratia marcescens, Escherichia coli 

etc. 

• Candida spp. (infecgoes profundas) e Aspergillus fumigatus 

Disfungoes de celulas T 

• Bacterias intracelulares (Mycobacterium spp . — inclusive BCG), Salmonella spp ., Listeria 

spp. 

• Virus 

• Fungos: Candida spp. (infecgoes superficial), Aspergillus fumigatus, Cryptococcus 
neoformans, Histoplasma capsulatum, Pneumocystis jiroveci etc. 

• Parasitas (Toxoplasma gondii, Microsporidium spp ., Cryptosporidium spp , Isospora 

spp.) 

Defeitos de opsonizagao 

Deficiencia de IgA ou subclasses de IgG 

• Haemophilus influenzae tipo b , Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, 
Neisseria meningitidis 

Respostas de potencializagao ( booster) Haemophilus influenzae tipo b, Streptococcus pneumoniae , Neisseria meningitidis, 

anormais Campylobacter jejuni, Mycoplasma pneumoniae, M. urealyticum 

Agamaglobulinemia 

• Enterovirus (Virus ECHO/Coxsackie/Poliovlrus), hepatite B, Giardia lamblia 

Deficiencias de complemento 

• Haemophilus influenzae tipo b , Streptococcus pneumoniae (C3, C2, properdina) , 
Neisseria meningitidis, N. gonorrheae (C6-9) 


Outro exame dessa fase inicial de avaliagao consiste na radiografia de torax e de cavum, para verificar a imagem tunica e o tecido 
adenoidiano, evidentes nas criangas normais e atroficas nos imunodeficientes celulares e humorais, respectivamente. A seguir, vem a 
quantificagao de imunoglobulinas (IgA, IgE, IgG e IgM). Essas protemas representam, principalmente, a fragao gama das globulinas no soro. 
Assim, a eletroforese de protemas sericas e util na triagem de pacientes com suspeita de agamaglobulinemia ou hipogamaglobulinemia, 
contudo, nao serve para identificagao dos isotipos faltantes ou sua fungao (Figura 28.6). E importante ressaltar que as deficiencias da sintese 
de anticorpos constituem o grupo mais frequente de imunodeficiencias primarias. No contexto funcional, e possi'vel realizar a tipagem 
sangumea com os tltulos das iso-hemaglutininas (anticorpos da classe IgM dirigidas aos antlgenos do sistema ABH[0] eritrocitario), que 
possibilitam a avaliagao da fungao da IgM. Em indivlduos normais, a partir dos 6 meses de idade (exceto naqueles do grupo sanguineo AB), 
detectam-se esses anticorpos e o titulo das iso-hemaglutininas deve ser igual ou superior a 1:16. Ainda nessa fase, e possi'vel realizar 


sorologias a anti'genos a que o paciente tenha sido previamente sensibilizado, tanto naturalmente quanto por vacinagao. Como exemplos, 
podem ser citados a hepatite B, o sarampo, a varicela, o tetano, o citomegalovfrus etc., para os quais e possfvel avaliar a resposta de IgM e de 
IgG verificando-se tanto a resposta primaria como a de memoria. 

A avaliagao da imunidade celular nessa primeira fase corresponde a realizagao de testes cutaneos intradermicos de hipersensibilidade 
tardia (Figura 28.7). Esses testes sao de baixo custo e provem informagoes valiosas, pelo fato de avaliar a resposta imune celular como um 
todo, desde o brago aferente ate o rarno eferente, ou seja, da apresentagao antigenica pelas celulas dendnticas ate a ativagao do processo 
inflamatorio dependente de macrofagos ativados. Nesse tipo de teste, o mais importante e a escolha dos antigenos adequados, visto que a 
exposigao antigenica se da no decorrer da vida de um individuo; assim, em criangas pequenas existe maior chance de negatividade a diversos 
antigenos. No Brasil, onde a BCG e aplicada no I s mes de vida, o PPD e um antlgeno viavel, assim como a Candida, a qual se tern contato 
precocemente. Na realizagao desses testes, e importante ressaltar que devem ser utilizados seis ou mais antigenos, sendo a norma a 
positividade a pelo menos metade dos testes. Deve-se tambem solicitar sorologia para o virus da imunodeficiencia humana (HIV), importante 
causa de imunodeficiencia em todo o mundo atualmente. 



• Hemograma completo 

• Teste do NBT (Nitrobluetetrazolium) 


• Quantificagao das imunoglobulinas 

• Testes para HIV 


• Avaliagao da sintese ativa de anticorpos 

• Testes intradermicos de leitura tardia 


Titulos de iso-hemaglutininas (IgM) 

• RX de cavum (visualizagao das adenoides) 


Dosagem de Ac anti-hepatite B, CMV, tetano etc. 

• Quantificagao do CH50 e APH50 

• RX de torax (visualizagao do timo) 


Risco de defeito nos fagocitos 

Avaliacao histoquimica de monocitos e neutrofilos 
Teste da DHR ou da DHCF 
Expressao de moleculas de adesao (CD18 e CD15a) 
Avaliagao da migragao induzida por agentes quimiotaticos 
Ensaios de fagocitose e capacidade microbicida 


Risco de defeito no complemento 

Dosagem das proteinas da ativagao da via classica e da via 
alternativa (C3, C4, Cl, C2 etc.) 

Dosagem das proteinas do complexo de ataque a membrana 
Dosagem das proteinas reguladoras (Fator I, H, C3INA) 
Quantificagao da atividade hemolitica especifica para cada 
componente da cascata (p. ex.: C2 hemolitico etc.) 


Risco de defeitos nas celulas B 

Imunizagoes com Ag proteicos e polissacarideos 
Subclasses de IgG 
Fenotipagem de linfocitos B 
Cultura de linfocitos B e sintese de Ig in vitro 
com estimulo de PWM, SaCI, Ag soluveis 
Dosagem de KREC 


Risco de defeito nas celulas T (ou combinados) 

Fenotipagem de linfocitos T, B e celulas NK 
Dosagem de acido urico plasmatico 
Cultura de linfocitos, estimulagao por Ag/mitogenos 
Produgao e responsividade a citocinas 
Ensaios de citotoxicidade de celulas T e NK 
Dosagem de TREC 




Outros ensaios especificos de diagnostico molecular, testes enzimaticos etc. 

TO 


Consulta com geneticista pode ser necessaria 

, & 


Aconselhamento continuo e assistencia longitudinal 


Figura 28.2 Esquema geral das etapas de investigagao imunologica nas imunodeficiencias primarias. A primeira etapa pode ser realizada em 
servigos de atengao primaria de saude por medicos generalistas, enquanto a segunda e a terceira etapas, desenvolvidas especificamente 
dependendo do ramo afetado da imunidade, em geral sao realizadas em laboratories especializados, sob a orientagao de imunologistas clfnicos. O 
diagnostico precoce e correto das imunodeficiencias primarias, assim como a orientagao quanto ao prognostico e a orientagao genetica familiar 
possibilitam melhora substancial de morbidade e mortalidade desses disturbios. 


Quadro 28.3 Investigagao inicial. 

• Hemograma completo com avaliagao da morfologia dos linfocitos, neutrofilos, monocitos e plaquetas no sangue periferico 

• Radiografia simples de torax (em PA e perfil), e de cavum 

• Ni'veis sericos de IgA, IgG e IgM 

• Avaliagao da smtese ativa de anticorpos: tftulos de iso-hemaglutininas (IgM) e dosagem de anticorpo anti-hepatite B, CMV, sarampo, 
tetano (IgG e IgM) 

• Testes intradermicos de leitura tardia (PPD) 

• Testes para HIV 

• Teste do NBT ( nitrobluetetrazolium ) 

• Quantificagao do CH50 e APH50 
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Figura 28.3 Esquema geral da fagocitose. Do lado direito, e possivel observar o englobamento do agente patogenico (no caso uma bacteria), a 
formagao do vacuolo fagossomico, a fusao com os lisossomos possibilitando a destruigao do patogeno pelas enzimas lisossomais presentes nos 
granulos das celulas fagoctticas e a eliminagao dos restduos. Concomitantemente, ocorre ativagao do burst oxidativo, apresentado do lado esquerdo 
da figura. O NADPH originado pelo shunt hexose-monofosfato serve como substrata para a NADPH-oxidase, que produz compostos altamente 
reativos derivados do oxigenio, como o oxigenio singlet e o superoxido (O2 - ), que se degrada a peroxido (H2O2) e sob a agao da peroxidase e 
convertido em hipoclorito (HOCI - ). 
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Figura 28.4 O teste de triagem para a atividade do burst oxidativo e realizado pelo teste do nitrobluetetrazolium (NBT), um corante amarelo que se 
torna azul-escuro na presenga de superoxido (mostrado no lado esquerdo da figura). Na parte superior, tem-se a avaliagao de um individuo normal, 
com todas as celulas fagociticas apresentando granulos corados em azul. No centra, ve-se a avaliagao de uma portadora de doenga granulomatosa 
cronica (DGC) ligada ao X, que tern aproximadamente metade das celulas normal (coradas em azul) e metade deficiente (em vermelho). Na parte 
inferior, tem-se um paciente portador de DGC, que nao consegue reduzir o NBT (todas as celulas vermelhas). Do lado direito da figura, encontra-se 
o teste da di-hidrorodamina (DHR). Na regiao central, tem-se a selegao dos granulocitos ( gating ) pelo tamanho, que e proporcional a dispersao 
frontal (FS, do ingles forward scatter) do laser do citometro de fluxo, e pela granulosidade obtida pela analise da dispersao lateral (SS, de side 
scatter)-, e do lado direito, a intensidade da fluorescencia da DHR, que possibilita facilmente identificar o individuo normal, a portadora e o deficiente. 



Figura 28.5 A avaliagao funcional da atividade do sistema complemento e realizada por meio da hemolise de hemacias de carneiro sensibilizadas 
por anticorpos (CH50) ou por hemacias de coelho ou galinha (APH50) em tubos (A) ou em placas (B). 














































C Imunoeletroforese: normal (acima) e hiper-IgM (abaixo) 


Figura 28.6 A eletroforese de protelnas (EFP) sericas serve como teste de triagem nas hipogamaglobulinemias. A. EFP de urn individuo normal. B. 
Paciente hipogamaglobulinemico. C. Imunoeletroforese (IEF) de urn individuo normal e de urn paciente portador de sindrome de hiper IgM, que nao 
consegue trocar de isotipo (classe) de imunoglobulina, de IgM para IgG ou IgA ou IgE. 



Figura 28.7 A triagem da imunidade celular e realizada por meio de testes cutaneos de hipersensibilidade tardia, como o teste de Mantoux aqui 
ilustrado, induzido pela injegao intradermica de uma solugao de um derivado proteico purificado da tuberculina (PPD) em urn individuo sensibilizado. 

■ Segunda fase 

Realizada em servigos secundarios ou terciarios de saude (ver Figura 28.2). A segunda fase da avaliagao deve se direcionar de acordo com o 
ramo afetado da imunidade. No infcio dessa fase, deve-se solicitar uma avaliagao fenotipica dos linfocitos B, NK, T e de suas subpopulagoes 
(CD 19, CD16/CD56, CD3, CD4 e CD8), visto que existe importante correlagao entre fenotipo e fungao, possibilitando inferencias a partir da 






















suscetibilidade a infecgoes apresentada por um paciente em particular (Figura 28.8). 


Fagocitos 

Com a finalidade de investigagao mais detalhada da atividade das celulas fagocfticas, utilizam-se outros ensaios que verificam a integridade 
das fungoes dos fagocitos (Quadro 28.4), como o burst oxidativo, a adesao celular, a quimiotaxia, a fagocitose e a destruigao intracelular dos 
agentes patogenicos, especialmente bacterias e fungos. Um ensaio para o burst que tern sido cada vez mais utilizado e o com di- 
hidrorodamina (DHR), com o mesmo tipo de ativagao para o teste com NBT, que se baseia na formagao de lUCF pela agao da enzima 
superoxido dismutase e consequente formagao do produto fluorescente 1, 2, 3-rodamina, quantificado por citometria de fluxo (ver Figura 
28.4). A citometria torna o ensaio bastante sensfvel e possibilita a quantificagao de H 2 0 2 produzido, bent como a avaliagao da fungao da 
NADPH-oxidase ao rn'vel de cada celula. Isso toma possfvel identificar mulheres portadoras sadias da forma ligada ao sexo, alem de 
variantes com redugao parcial da fungao enzimatica. Ensaio similar pode ser feito com o corante fluorescente di-hidroclorofluorescema 
(DHCF). 


Quadro 28.4 Investigagao da imunidade de fagocitos. 

• Contagem do niimero de monocitos e neutrofilos, com avaliagao morfologica e histoqufmica 

• Teste do DF1R (di-hidrorodamina) ou DHCF (di-hidroclorofluorescema) 

• Avaliagao da expressao de moleculas acessorias de adesao (CD18 e CD15a) 

• Avaliagao da migragao induzida por agentes quimiotaticos 

• Ensaios de fagocitose e capacidade microbicida 

• Avaliagao dos genes relacionados a esses defeitos 


A avaliagao da capacidade de adesao celular e, em geral, realizada por quantificagao da expressao de moleculas acessorias de adesao por 
citometria de fluxo, que podem estar deficitarias, dando origem as deficiencias de adesao leucocitaria': LAD-1 (deficiencia da cadeia (3 CD18 
da b2 integrina), LAD-2 (deficiencia de sializagao de CD15 a CD15a) e LAD-3 (deficiencia de Kindlin, que leva a deficiencia da expressao 
de bl e b2 integrinas e consequente alteragao da coagulagao e dos fagocitos). Esses disturbios se caracterizam por leucocitose persistente, 
queda tardia do coto umbilical, disturbios de cicatrizagao e infecgoes recorrentes por bacterias e fungos (Figura 28.9). 

A quimiotaxia de fagocitos e uma fungao que esta comprometida em diversas deficiencias do sistema fagocitario. Observa-se atividade 
quimiotatica deficiente em LAD-1, LAD-2, LAD-3; smdrome de Chediak-Higashi - deficiencia do transportador lisossomal LysT, que se 
caracteriza pela presenga de granulos gigantes em todas as celulas, como, por exemplo, os neutrofilos e os cabelos (Ligura 28.10); smdrome 
da hiper IgE; periodontite agressiva da infancia etc. Existem iniimeras variagoes metodologicas para o estudo da quimiotaxia, utilizando 
como fatores quimiotaticos derivados de ativagao de complemento como C5a, quimiocinas como IL-8, leucotrieno LTB4 e o 
lipopolissacarfdeo (LPS) de E. coli , para citar os mais empregados. Os metodos mais utilizados baseiam-se na migragao dos leucocitos em 
camaras bicompartimentalizadas (camaras de Boyden) atraves de membranas de ester de celulose. E frequente a leitura em microscopio 
optico, que avalia a distancia percorrida pelas celulas atraves da membrana (Figura 28.11). Metodos que utilizam a citometria de fluxo tem 
sido empregados, fazendo-se a contagem da diferenga das celulas que conseguiram ultrapassar a membrana do total de celulas depositadas na 
sua superffcie. 

Existem muitas opgoes para avaliar a fagocitose, utilizando-se partfculas de latex, zimosan etc., mas os ensaios com microrganismos 
vivos sao mais interessantes por permitirem observagoes diretas da capacidade intrfnseca das celulas de ingerir (atividade fagocitaria) e de 
destruir (capacidade microbicida) uma variedade de patogenos. Por ser um ensaio funcional, a avaliagao da atividade bactericida dos 
polimorfonucleares e bastante sensfvel no diagnostico de disturbios que afetam os leucocitos polimorfonucleares. O teste e normalmente 
realizado com a bacteria Staphylococcus aureus, visto que infecgoes por esta bacteria sao as mais frequentes na maioria das deficiencias 
ligadas aos fagocitos, embora outras bacterias e fungos possam ser empregados. Os dois tipos de ensaios mais comuns sao descritos a seguir. 

Os PMN recem-isolados sao incubados com bacterias previamente opsonizadas por protefnas do complemento e IgG do soro humano, 
em uma relagao de cinco ou dez bacterias para cada celula. Apos 30 min, a adigao de gentamicina propicia a morte somente das bacterias nao 
fagocitadas. A cada meia hora, alfquotas de celulas sao retiradas e lisadas pela adigao de agua destilada, liberando as bacterias fagocitadas, 
que sao cultivadas em meio adequado. Indivfduos normais exibem dois logs de redugao no niimero de bacterias viaveis apos 1 hora. 
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Figura 28.8 A quantificagao das celulas T (e suas subpopulagoes), B e NK por citometria de fluxo possibilita classificar diversas imunodeficiencias 
primarias, como as imunodeficiencias combinadas graves. 
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Figura 28.9 A. Biopsia de lesao em paciente portadora de deficiencia de CD18. Observa-se a abundancia de fagocitos dentro do vaso e a virtual 
ausencia dessas celulas no tecido decorrente da ausencia de moleculas de adesao que possibilitam a ligagao das celulas no vaso para a diapedese 
(passagem das celulas para o tecido). Avaliagao da expressao de CD18 em indivfduo normal (B) e em deficiente de CD18 (C). 

















Figura 28.10 A a D. Granulos gigantes nos fagocitos e em cabelos de pacientes portadores da sindrome de Chediak-Higashi (deficiencia do 
transportador lisossomal LysT). 



Figura 28.11 Ensaio de quimiotaxia de neutrofilos. A. Camara de Boyden (bicompartimentalizada), em que se coloca urn agente quimiotatico, por 
exemplo, a formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), na parte inferior e as celulas na parte superior da camara. B. Membranas diafanizadas nas 
diferentes condigoes (somente com meio, soro do paciente e soro AB normal) para visualizagao em microscopio optico. C a E. Apos alguns minutos, 
observa-se a passagem das celulas pelos poros da membrana. 

Em outro tipo de ensaio, bacterias ou fungos sao marcados com laranja de acridina, um corante vital fluorescente que se liga ao DNA 
Integra. As celulas fagoclticas sao colocadas em contato com as bacterias e o corante marca em verde o DNA Integra e em laranja, o DNA 
degradado. A proporgao entre bacterias vivas e mortas possibilita o calculo do Indice de fagocitose e de lise intrafagocltica. Atualmente, 
variantes que utilizam a citometria de fluxo tem sido desenvolvidas, tornando posslvel a avaliagao da opsonofagocitose de diversos agentes 
patogenicos (Figura 28.12). 


Complemento 

A atividade do sistema complemento pode ser identificada por meio dos ensaios previamente citados na fase inicial (Quadra 28.5), e a partir 
desses dois ensaios podem-se ter os seguintes resultados: 

• Ambos (CH50 e APH50) normais: integridade do sistema complemento 

• CH50 reduzido e APH50 normal: defeito no complexo de ativagao da via classica (Cl, C4, C2) 

• CH50 normal e APH50 reduzido: defeito no complexo de ativagao da via alternativa (fator B, fator D, properdina) 

• CH50 e APH50 reduzidos: defeito em C3 ou no complexo de ataque a membrana. 

Com base nesses dados, e posslvel direcionar a avaliagao dos componentes individuals da cascata por metodo imunoenzimatico 
(ELISA), assim como por nefelometria, turbidimetria, imunodifusao etc. A confirmagao das deficiencias dos diversos componentes pode ser 
efetuada por ensaios de CH50 e APH50, com diferentes diluigoes do soro e suplementada somente com um determinado componente do 
complemento, buscando a restauragao da atividade Utica do soro. 

A avaliagao da via de ativagao das lectinas depende de ensaios de quantificagao das protelnas lectinas ligantes de manose (MBL) e das 
MBL-associated serine protease (MASP-1, MASP-2 e MASP-3), as quais apresentam atividade de serina proteases semelhantes a Clr e Cls. 

A qualidade da amostra e extremamente relevante quando se trata da avaliagao do sistema complemento. Diversos componentes sao 
termolabeis e a amostra deve ser imediatamente processada e congelada a -70°C. Perlodos prolongados de armazenagem ou congelamento e 
degelo da amostra podem causar alteragdes significativas dos resultados. Essas observagoes sao relevantes quando exames colhidos em um 
laboratorio sao executados por servigos terceirizados. Nesses casos, deve-se ter convicgao de que a amostra foi adequadamente transportada e 
qualquer alteragao merece uma reavaliagao. Outros fatores responsaveis por resultados alterados sao: 
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Figura 28.12 Ensaio de opsonofagocitose realizado por citometria de fluxo. Na parte superior, tem-se o dot-plot granulosidade (SS) x fluorescencia 
em FL1 (bacterias opsonizadas marcadas com fluorescelna - FITC) e o histograma de FL2, realizado com corante vital para a marcagao do DNA 
dos leucocitos e das bacterias. Na parte central, o gate para avaliagao dos monocitos, e na parte inferior da figura, o gate para granulocitos, com os 
respectivos histogramas em FL1 (bacterias marcadas fagocitadas). A metade esquerda da figura ilustra o controle negativo, no qual as celulas sao 
mantidas a 0°C para bloquear a fagocitose; e do lado direito tem-se o mesmo ensaio a 37 °C, para quantificar a fagocitose das bacterias marcadas. 


Quadro 28.5 Investigagao da fungao do complemento. 

• Quantificagao da atividade hemolftica da via classica (CFf50) 

• Quantificagao da atividade hemolftica da via altemativa (APH50) 

• Quantificagao dos nfveis das diversas protefnas das vias de ativagao da via classica e da via altemativa (C3, C4, Cl, C2 etc.) 

• Quantificagao dos nfveis das diversas protefnas do complexo de ataque a membrana (C5, C6, C7, C8) 

• Quantificagao das protefnas reguladoras da cascata do complemento (C1INH, C4BP, C3INA etc.) 

• Quantificagao da atividade hemolftica especffica para cada componente da cascata (p. ex., C2 hemolftico etc.) 

• Avaliagao dos genes relacionados a esses defeitos 


• Plasma mantido em contato com as celulas 

• Amostra contaminada por bacterias 

• Presenga de imunocomplexos e crioglobulinas 

• Amostras hemolisadas 

• Uso de anticoagulante inadequado. 

Humoral (anticorpos) 

Corresponde a avaliagao da imunidade humoral, representado principalmente pela produgao de imunoglobulinas pelos plasmocitos (Quadro 
28.6). Portanto, a avaliagao da resposta humoral deve enfocar a capacidade funcional dos linfocitos B, celulas precursoras dos plasmocitos. A 
dosagem das imunoglobulinas sericas (IgG, IgA e IgM) deve ser realizada em todos os pacientes com suspeita clfnica de imunodeficiencia 
humoral, feita ja na fase inicial. Desse modo, a imunodeficiencia humoral mais comum, a deficiencia de IgA, ja pode ser diagnosticada. 
















































Geralmente, a dosagem serica dessas tres classes de imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) e suficiente para a avaliagao inicial da resposta imune 
humoral adaptativa. Os metodos laboratoriais mais utilizados atualmente para dosagem dos nfveis sericos de imunoglobulinas sao a 
turbidimetria e a nefelometria. A idade do paciente e extremamente importante na interpretagao dos nfveis de imunoglobulinas. Todos os 
lactentes entre 3 e 6 meses de idade sao hipogamaglobulinemicos se comparados aos valores de referenda para adultos normais, sendo a IgG 
proveniente da transferencia transplacentaria da mae. Ha um gradual e progressive aumento dos valores de IgG, IgA e IgM ate o final da 
adolescencia, quando os nfveis de adultos sao alcangados. 

Em alguns indivfduos com processos infecciosos de repetigao, os nfveis de IgG sericos encontram-se normais ou mesmo aumentados. 
Nesses casos, e importante a dosagem das subclasses de IgG, que podem estar reduzidas. As subclasses de IgG devem tambem ser avaliadas 
em pacientes com deficiencia de IgA e quadros infecciosos de repetigao, pois essa imunodeficiencia pode associar-se a deficiencia de 
subclasses como a IgGi. Varias doengas foram descritas em associagao com redugao das concentragoes das subclasses de IgG. As 
concentragoes sericas de IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 correspondem, respectivamente, a 70, 20, 7 e 3% da IgG total, com variabilidade dos 
valores de acordo com a idade do paciente. As subclasses de IgG devem ser dosadas pelas tecnicas de nefelometria ou ELISA. 

A avaliagao da imunidade humoral nao se restringe a dosagem das imunoglobulinas, por isso e importante verificar se essas protefnas 
sao funcionalmente adequadas. Podem-se pesquisar anticorpos naturais ou ativamente produzidos. Na fase inicial da investigagao, 
determinam-se os tftulos de iso-hemaglutininas anti-A e anti-B, bem como a titulagao de anticorpos especfficos a antfgenos aos quais o 
indivfduo foi imunizado por vacinagao, como hepatite B, sarampo, varicela, rubeola e tetano, particularmente importantes em indivfduos com 
imunoglobulinas sericas normais. Em criangas nao imunizadas, a avaliagao da produgao de anticorpos especfficos apos imunizagao com 
vacinas constitui a melhor maneira de definir a capacidade funcional do sistema humoral. Antfgenos proteicos ou polissacarfdeos podem ser 
utilizados, contudo, deve-se lembrar que os antfgenos polissacarfdeos nao conjugados nao sao uteis na avaliagao de criangas com menos de 2 
anos de idade, pois nessa faixa etaria normalmente nao existe resposta para esse tipo de antfgeno. A pesquisa de anticorpos contra 
polissacarfdeos e particularmente relevante em pacientes com infeegoes sino-pulmonares. O soro do paciente deve ser coletado antes da 
administragao do antfgeno e 4 a 6 semanas apos, quando a resposta anticorpica ao antfgeno deve ser detectada no sangue. Os polissacarfdeos 
capsulares do Streptococcus pneumoniae ou da Neisseria meningitidis, o toxoide tetanico ou a vacina da poliomielite (tipo Salk) podem ser 
utilizados. Vacinas com bacterias ou virus atenuados (BCG e vacinas Sabin, sarampo, caxumba e rubeola) nunca devem ser utilizadas para a 
pesquisa ativa de produgao de anticorpos quando ha suspeita de imunodeficiencia primaria, pois a sua aplicagao pode resultar em 
complicagoes como a disseminagao do bacilo ou virus vacinal. 


Quadro 28.6 Investigagao da imunidade humoral. 

• Fenotipagem dos linfocitos B e suas subpopulagoes (CD19+, CD20+, CD21+, CD27+, CD38+, sIgM+, sIgD+, sIgG+) 

• Dosagem de classes e subclasses de Ig 

• Avaliagao de anticorpos antes e apos imunizagao com toxoides ou vacinas polissacarfdeas bacterianas 

• Sfntese policlonal de Ig induzida por Staphylococcus aureus Cowan I (independente de linfocitos T) 

• Sfntese policlonal de Ig induzida pelo mitogeno do Pokeweed (dependente de linfocitos T) 

• Sfntese de Ig especfficas induzidas por Ag soluveis 

• Analises de KREC ( kappa-deleting recombination excision circles) - Pode ser usado como triagem neonatal 

• Avaliagao dos genes relacionados a esses defeitos 


Os linfocitos B sao os precursores dos plasmocitos e sao caracterizados pela presenga de uma ou mais classes de imunoglobulina, assim 
como antfgenos na superffeie da membrana, tais como CD 19, CD20 e CD21. A quantificagao dos linfocitos B e indicada quando as 
imunoglobulinas sericas se encontram baixas ou ausentes. Atualmente, os linfocitos B sao identificados, principalmente, por citometria de 
fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais que detectam marcadores de superffeie. Os linfocitos B representam de 5 a 15% do total de 
linfocitos circulantes, porem, apresentam variabilidade com a idade. Alem da quantificagao dessas celulas, podem-se avaliar tambem as 
subpopulagoes de linfocitos B virgens (naive) ou de memoria, que sofreram comutagao isotfpica ou nao, plasmablastos ou plasmocitos. 
Existem outros recursos de avaliagao da imunidade humoral, como a secregao de imunoglobulinas por plasmocitos, observada em testes in 
vitro. Culturas de celulas constitufdas por monocitos, linfocitos T e B sao estimuladas por substancias que induzem a produgao de 
imunoglobulinas. Mitogenos como protefna estafilococica, pokeweed, ou ainda antfgenos especfficos, moleculas coestimulatorias como o 
CD 154 e algumas citocinas que atuam em linfocitos B, sao adicionados e a proliferagao e subsequente produgao in vitro de imunoglobulinas 
e verificada no sobrenadante das culturas. 

Celular (linfocitos T) 

A avaliagao funcional de linfocitos T in vitro e, em geral, realizada por meio de ensaios dependentes de proliferagao celular, com suspensoes 
de celulas mononucleares obtidas da separagao por centrifugagao em gradientes de densidade de Ficoll-Hypaque (Quadro 28.7). Essas 



suspensoes celulares compreendem monocitos, linfocitos e celulas NK, e a partir delas estimula-se com lectinas mitogenicas como a fito- 
hemaglutinina (PHA), a concanavalina-A (Con-A) e anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28, ou antfgenos como o PPD, toxoide 
tetanico, antfgenos de Candida, citomegalovfrus (CMV), ou mesmo peptfdeos antigenicos especfficos para algum patogeno em particular. 
Esse tipo de teste baseia-se na sfntese de DNA necessaria para a atividade proliferativa, avaliada pela incorporagao da timidina tritiada 
(Figura 28.13). E sao mais sensfveis que os testes cutaneos de hipersensibilidade tardia, possibilitando detectar a resposta a antfgenos contra 
os quais exista imunidade sem hipersensibilidade. Dessa maneira, pacientes com disturbios mais graves da imunidade celular apresentam, 
alem de depressao quantitativa do numero de celulas, resposta proliferativa reduzida a estimulagao por mitogenos e antfgenos. Por outro lado, 
portadores de disturbios mais seletivos da imunidade celular, como os de candidfase mucocutanea cronica, apresentam redugiio especffica da 
resposta a antfgenos de Candida. Vale ressaltar que esses testes apresentam fundamental importancia na avaliagao das doengas caracterizadas 
por imunodeficiencias, visto que provem dados fundamentais para a compreensao do tipo e grau de disturbio apresentado pelos pacientes em 
particular. 

Pode-se ainda, a partir dessas culturas, quantificar citocinas que possibilitam identificar padroes de resposta (do tipo 1 ou do tipo 2, por 
exemplo), receptores de citocinas ou moleculas coestimulatorias, como o CD 154 e o CD40, nas sfndromes de hiper IgM. Esses ensaios 
mostram a capacidade de transdugao de sinais intercelulares, fenomeno fundamental para o funcionamento do sistema imunitario. As 
citocinas produzidas podem ser quantificadas tanto por ensaio imunoenzimatico (ELISA) em sobrenadantes de cultura celular, como por 
ELISPOT, que determinara os clones produtores de citocinas, ou ainda por citometria de fluxo apos permeabilizagao da membrana 
citoplasmatica, possibilitando a quantificagao das celulas produtoras de cada citocina em particular. Alem dessas, exames baseados em 
reagao em cadeia da polimerase (PCR) proporcionam a quantificagao de RNA mensageiros-especfficos (Figura 28.14). 


Quadro 28.7 Investigagao da imunidade celular. 

• Fenotipagem de linfocitos T (CD2+, CD3+, CD4+, CD8+, CD45RA+, CD45RO+, CD31+ etc.) 

• Proliferagao de linfocitos induzida por lectinas ou Ac monoclonais mitogenicos (PHA, ConA, OKT3) 

• Proliferagao de linfocitos induzida por Ag soluveis (Candida, PPD, toxoide tetanico etc.) 

• Analise de TREC ( T cell receptor recombination excision circles ) - Pode ser usado como triagem neonatal 

• Produgao de citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TNF-J3 etc.) 

• Responsividade a citocinas (IL-1, IL-2, IL-4, IFN-y etc.) 

• Fosforilagao de protefnas intracelulares (STAT-1, STAT-3, STAT-5 etc.) 

• Citotoxicidade mediada por linfocitos, restrita ou nao pelo complexo principal de histocompatibilidade 

• Ensaios de auxflio e de supressao: da sfntese de Ig, da citotoxicidade celular, da mitogenese induzida por lectinas ou Ag, na avaliagao do 
efeito de citocinas 

• Contagem do numero de celulas NK e suas subpopulagoes (CD16+, CD56+, CD57+) 

• Avaliagao da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) 

• Avaliagao da citotoxicidade celular de celulas-alvo da eritroleucemia humana K-562 

• Avaliagao dos genes relacionados a esses defeitos 
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Figura 28.13 Teste de linfoproliferagao para quantificagao da atividade proliferativa das celulas linfomononucleares separadas por centrifugagao em 
um gradiente de densidade de Ficoll-Hypaque (a esquerda). As celulas separadas sao colocadas em urn meio de cultura enriquecido com 
substancias mitogenicas ou antlgenos especificos, em uma placa de microtitulagao esteril, e mantidas em cultivo por um periodo variavel 
(dependente do estimulo). Entre 16 e 20 h antes do final do periodo, adiciona-se timidina tritiada para marcar o DNA incorporado nas celulas em 
proliferagao. As celulas sao aspiradas em um filtro e a radioatividade e quantificada em um contador de cintilagao liquida, possibilitando, assim, 
calcular a proliferagao celular. 
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Figura 28.14 Pelo estimulo utilizado para os estudos de linfoproliferagao pode-se tambem induzir a sfntese de citocinas ou a expressao de 
moleculas relacionadas a ativagao celular, possibilitando a quantificagao dessas moleculas ou a identificagao da fosforilagao de intermediaries. 
Como exemplo, na figura, tem-se a quantificagao de citocinas, que pode ser realizada por tecnica imunoenzimatica (ELISA), por citometria de fluxo 
em celulas permeabilizadas para a identificagao de antigenos intracelulares (ELISPOT) ou por biologia molecular (PCR). 


Alem das fungoes de ativagao e amplificagao da resposta de linfocitos T, e possrvel avaliar tambem a fungao efetora dessas celulas por 
meio de testes que demonstram a lise de celulas-alvo especfficas pela liberagao de marcadores como o cromo 51 radioativo, que pode ser 
quantificado com contadores de radiagao gama. Outras tecnicas como as que avaliam alteragoes da membrana das celulas-alvo podern ser 
utilizadas com esse intuito. 

Ha ainda, alem da imunidade celular especffica referida, um tipo de imunidade celular “inespecffica” exercida pelas celulas citotoxicas 
naturais (NK, do ingles natural killers). Essas celulas apresentam a capacidade de reconhecimento de celulas neoplasicas ou infectadas por 
alguns patogenos, em particular os herpes-virus. A atividade dessas celulas pode ser avaliada in vitro por quantificagao da citotoxicidade de 
celulas-alvo da eritroleucemia humana K-562, que nao expressa moleculas do complexo de histocompatibilidade de classe I, sendo, assim, 
reconhecida como celula estranha ao sistema imunologico (Figura 28.15). 

Afora esses testes quantitativos e qualitativos descritos anteriormente, podem ser necessarios exames subsequentes, nos casos em que os 
resultados de ensaios especializados, diagnostico molecular especffico ou testes geneticos possam apontar uma imunodeficiencia, melhorar a 




















































terapeutica ou definir aconselhamento genetico para o paciente ou membros da famflia. 

Os avangos da biologia molecular com propositos diagnosticos tem crescido a passos largos nos ultimos anos. Por exemplo, a 
microbiologia atual fornece identificagao e caracterizagao de micobacterias, virus e fungos por PCR qualitativa (Figura 28.16) ou quantitativa 
(em tempo real; Figura 28.17), que possibilitam reduzir enormemente o tempo para o diagnostico e aplicar o quanto antes o consequente 
tratamento dessas infecgoes graves e potencialmente letais. 

Por outro lado, em relagao ao hospedeiro, testes de expressao genica e de sequenciamento genetico tem possibilitado identificar com 
precisao as mutagoes existentes em um determinado paciente. O sequenciamento automatizado capilar (tecnica de Sanger; Figuras 28.18 e 
28.19) proporciona grande acuracia e foi um significativo avan 90 em relagao as tecnicas manuais de sequenciamento; alem disso, tecnicas de 
nova geragao promoveram um enorme progresso na velocidade de obtengao de dados (Figura 28.20), possibilitando sequenciar bibliotecas 
genicas com dezenas ou centenas de genes simultaneamente. Floje, tambem e possfvel sequenciar genomas e exomas completes de 
indivfduos dos quais nao se conhe 9 a a doen 9 a, facilitando sobremaneira a descoberta de novas doen 9 as. Assim, o maior gargalo, atualmente, 
situa-se na analise dos dados de sequenciamentos, sendo necessario o treinamento de bioinformatas especializados na criagao e 
gerenciamento de pipelines de analise genetica, filtrando os dados que, subsequentemente, serao analisados por geneticistas ou especialistas 
empenhados em genetica das diversas areas da Medicina, possibilitando o diagnostico definitivo das molestias (Figura 28.21). 

Dessa maneira, e possfvel concluir que as novas ferramentas de investigagao imunologica e genetica possibilitam avaliar de maneira 
aprofundada os defeitos existentes nas imunodeficiencias, sejam elas primarias ou secundarias. Assim, um conjunto de profissionais, que 
incluem o medico generalista e o imunologista clfnico, alem de outros consultores, como os geneticistas, deve ser envolvido no diagnostico, 
aconselhamento, tratamento e cuidado de pacientes portadores de imunodeficiencias no decorrer do tempo. E importante ressaltar que, a 
despeito de as imunodeficiencias primarias serem doen 9 as relativamente raras, seu conhecimento e investigagao proporciona melhor 
diagnostico e, consequentemente, um tratamento adequado para esses disturbios, em geral, graves, os quais, se nao reconhecidos rapida e 
eficientemente, apresentam elevadas morbidade e mortalidade. 
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Figura 28.15 Ensaio de citotoxicidade especifico para celulas citotoxicas naturais (NK, do ingles natural killers). Nesse tipo de ensaio marcam-se as 
celulas-alvo com cromo radioativo. Essas celulas sao colocadas em contato com as celulas efetoras por algumas horas. Como somente as celulas- 
alvo estao marcadas com o radiofarmaco, todo o cromo radioativo presente no meio de cultura decorre da lise das celulas-alvo. Assim, aspira-se o 
sobrenadante e conta-se a radiagao em um contador de radiagao gama, tornando possivel o calculo da atividade citotoxica das celulas NK. 
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Figura 28.16 Reagao em cadeia da polimerase (PCR). A. Estrutura basica do DNA, com as bases puricas (adenina e guanina), as bases pirimidicas 
(citosina e timina), 0 agucar (desoxirribose) e os grupamentos fosfato. B. O DNA em cadeia dupla e desnaturado pelo aumento da temperatura 
(quebra das pontes de hidrogenio) abrindo as duas fitas do DNA. Reduz-se a temperatura e um par de iniciadores ( primers ) hibridiza-se a cada uma 
das fitas do DNA na sua ponta 5'. Adicionam-se os deoxinucleotfdios (dNTP) de cada uma das bases (A, C, G e T) e uma enzima com atividade de 
DNA polimerase, que funciona em temperaturas elevadas (Taq polimerase obtida originalmente da bacteria Thermus aquaticus), eleva-se a 
temperatura ideal para a Taq polimerase, levando-se a extensao das fitas de DNA. Esse processo e repetido dezenas de vezes, ocasionando a 
duplicagao do numero de copias do DNA a cada ciclo (C e D). 
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Figura 28.17 Reagao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real: possibilita quantificar a amplificagao de um fragmento de DNA, na fase 
exponencial da reagao, em tempo real, e, com isso, identificar alelos em DNA genomico, analise de sequencias virais, bacterianas ou de 
protozoarios a partir de varias fontes, analise de patogenos em alimentos, analise de produtos transgenicos etc. Esse tipo de reagao depende da 
adigao de um fluoroforo e de um inibidor ( quencher ) a uma sonda oligonucleotidica que se liga a uma regiao do DNA abaixo do ponto de ligagao do 
iniciador. A. A sonda e adicionada a reagao em forma de grampo, quando o fluoroforo esta proximo do quencher e nao emite fluorescencia. B. 
Quando a sonda se liga ao DNA molde [template), o fluoroforo se distancia do quencher e emite fluorescencia. A PCR em tempo real ocorre como 
em C, com diversos ciclos, demonstrados em D. Quando se atinge o limiar (Ct), a fluorescencia fica detectavel e torna possfvel quantificar o DNA 
testado. F: fluorofo; Q: quencher, Cj: ponto onde a reagao atinge o limiar da fase exponencial (cycle threshold). 






































1. Mistura da reagao 

• Iniciador e molde de DNA 

• DNA polimerase 

• dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) + ddNTP com fluorocromo 

Iniciador 

r^’TTTTTTTTr 3’ 


~ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 .■ ■ ■ - 

Molde 


ddNTPs 

ddTTP 

ddCTP 

ddATP 

ddGTP 


2. Alongamento da cadeia de DNA 
• Termino da cadeia 


5’ I I I I I I I I I 

5’i 
5’ 


5’1 

5’ 

5’« 

5’ 


5’ 


5’^mrr 


3’ 


3’ 

? 3’ 
f3’ 


Tf 3 


TTt3 


TTT, 3 


Mil. 3 


I I I I I T 3’ 


Desoxirribonucleotideo trifosfato 




Permite a extensao na extremidade 3’ 


Didesoxirribonucleotideo trifosfato 



Bloqueia a extensao na extremidade 3' 


3. Eletroforese em gel em capilar 
• Ordenagao dos fragmentos de DNA 


4. Detecgao dos fluorocromos 
e analise da sequencia por 
bioinformatica 


Cromatograma 


Figura 28.18 Reagao de sequenciamento automatico pela tecnica de Sanger. Inicialmente, faz-se uma PCR para obter copias do DNA de interesse. 
Esse DNA e purificado e, a seguir, faz-se nova reagao de PCR utilizando os dNTP e os dideoxinucleotidios (ddNTP: quadro a direita) marcados com 
diferentes fluorocromos (1). Os dideoxinucleotideos impedem o prolongamento da cadeia de DNA, que e interrompida ao acaso, dependendo da 
entrada do ddNTP na reagao (2). Essas cadeias de DNA sao ordenadas por uma eletroforese em gel realizada no interior de urn tubo capilar. A 
eletroforese continua faz com que as cadeias de DNA passem na frente de urn laser que ilumina o fluorocromo acoplado aos ddNTP, da cadeia de 
menor tamanho para a de maior tamanho, lidos por urn detector ligado a urn computador que armazena esses dados para serem analisados por urn 
sistema informatizado. 
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Figura 28.19 Exemplo de cromatograma obtido do sequenciamento do DNA de um paciente portador de imunodeficiencia combinada grave ligada 
ao X. Na linha superior, tem-se a sequencia de um individuo normal; na do meio, a sequencia da mae portadora da mutagao em um alelo do 
cromossomo X; e na linha inferior, a sequencia de um paciente apresentando uma mutagao (troca de um T por um C). 
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Figura 28.20 Figura esquematica da reagao de sequenciamento automatico de nova geragao. De um paciente, coleta-se a amostra (A), que sera 
preparada e incorporada a uma biblioteca genica, composta de iniciadores para todos os genes de interesse (B), sequenciada em uma plataforma 
de sequenciamento de nova geragao (NGS; C). Os dados obtidos do NGS sao alinhados e comparados a dados existentes de individuos normais 
(D). A partir daf sao chamadas as variantes alelicas encontradas por softwares de bioinformatica (E), sendo os dados visualizados e analisados de 
modo que se encontrem as variantes alelicas possivelmente relevantes para 0 caso (F), validados por um especialista (G) que produz um relatorio 
clinico a ser entregue ao paciente e seus medicos (H). 
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Figura 28.21 Exemplo de analise de sequenciamento de nova geragao para o gene CYBB (gp91 phox da NADPH oxidase) de um paciente portador 

de doenga granulomatosa cronica ligada ao X. Pode ser claramente observada a delegao de um nucleotidio (G) gerando uma mutagao com perda 

da sequencia de leitura (out of frame). Esse tipo de mutagao, em geral, e causador de doengas mais graves. 
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Capitulo 29 

Imunoprofilaxia e Imuniza^ao Ativa 


Marcelo Genofre Vallodae Adelaide J. Vaz 


Introducao 

A prevengao (profilaxia) de algumas afeccoes graves humanas e obtida pelo desenvolvimento de estrategias com base na 
compreensao dos mecanismos da resposta de defesa protetora especifica. Assim, a imunoprofilaxia e definida como um 
conjunto de metodos terapeuticos preventivos e curativos que utilizam a resposta imune como mecanismo de agao na produgao 
dos produtos terapeuticos. 

Na area de conhecimento da imunoprofilaxia, aplicam-se os conceitos basicos da imunologia e os fundamentos da 
aplicacao de terapeuticas para diversas afeccoes. Os imunoensaios funcionam como ferramentas na pesquisa basica e tambem 
no desenvolvimento e no controle de qualidade dos produtos utilizados na imunoprofilaxia, que compreende dois tipos: a 
passiva e a ativa. 

Na imunoprofilaxia ativa, o proprio organismo ira desenvolver a resposta imune para o antigeno administrado previamente 
a infecgao natural. Ja na prevengao passiva, o organismo recebe os produtos da resposta imune produzidos por outro animal ou 
individuo. Resumindo, a imunoprofilaxia passiva se da por soroterapia com imunoglobulinas imunoespecificas e a ativa, pela 
vacinagao. 

Imunoprofilaxia 

Alguns conceitos sao muito utilizados na discussao dos mecanismos de imunoprofilaxia e merecem ser revistos de maneira 
resumida (ver Capitulo 2), como: 

• Imunogenicidade: capacidade de uma substancia ou molecula induzir resposta imune em um individuo 

• Antigenicidade: capacidade de uma substancia ou molecula se ligar a anticorpos ou receptores de antigenos nas celulas do 
sistema imune 

• Afinidade: intensidade da interagao entre o antigeno e o anticorpo ou receptor de antigeno; e uma medida de intensidade das 
forgas (reversiveis) da interagao. O somatorio das afinidades para os diversos anticorpos para o conjunto de epitopos do 
antigeno e chamado de avidez 

• Determinante antigenico: menor porgao da molecula antigenica; inclui o epitopo, que e responsavel pela ligagao com o 
anticorpo ou com o receptor de antigeno de linfocitos e e formado por quatro a seis residuos de aminoacido e/ou agucares. 
Do ponto de vista pratico, epitopo e considerado sinonimo de determinante antigenico, mas este inclui parte da estrutura da 
molecula necessaria para manter a conformagao do epitopo 

• Reatividade cruzada: ocorre quando duas substancias diferentes apresentam epitopos identicos ou semelhantes. Assim, os 
produtos da resposta imune induzida por uma das substancias interagem com a outra. Por exemplo, toxoide tetanico e toxina 
tetanica sao moleculas parcialmente diferentes, ja que a primeira e derivada da segunda e o toxoide induz resposta imune 
cruzada para a toxina 

• Haptenos: substancias de baixo peso molecular e reduzida complexidade conformacional. Sao moleculas inorganicas que, por 
si so, nao induzem resposta imune. Essas substancias apresentam imunogenicidade quando conjugadas a carreadores de 
elevada massa molecular e complexidade (proteinas e celulas). O hapteno e capaz de interagir com os anticorpos sem 
precisar da conjugagao, ou seja, nao apresenta imunogenicidade, mas mantem a antigenicidade. 





Para que o processo de imunizagao tenha sucesso, e necessario compreender claramente: 

• O mecanismo e o tipo de imunidade necessaria a protegao contra o agente causal envolvido na afecgao/infeccao 

• O(s) antigeno(s) envolvido(s) nessa imunidade protetora e que, de fato, pode(m) impedir a doenga. 

Como exemplos de processos diferentes de protegao, podem-se citar a imunizagao passiva contra o tetano pela 
administragao do soro antitetanico e a imunizagao ativa contra a hepatite com a utilizagao da vacina. 

Em ferimentos profundos, ha o risco de contaminagao com Clostridium tetani em individuos nao previamente vacinados ou 
que foram imunizados, mas ha duvida sobre a persistencia da imunidade ativa. Nesse caso, o fator de virulencia e a toxina 
tetanica produzida e excretada pela bacteria infectante. Essa toxina causa o tetano, doenga com elevada letalidade, ganhando a 
circulagao sanguinea a partir do foco infeccioso, com inicio de agao em poucas horas ou dias. O periodo entre a infecgao e o 
efeito da toxina e muito curto e o hospedeiro infectado, nao previamente imunizado, muito provavelmente nao conseguira, a 
tempo, produzir resposta imune de defesa protetora. Assim, para a prevengao do tetano (nao ha como impedir a infecgao ja 
instalada pelo C. tetani) basta neutralizar a toxina, bloqueando-a pela interagao com anticorpos especificos. Administra-se soro 
hiperimune heterologo (animal) ou homologo (humano) com anticorpos de alta avidez especificos para a toxina tetanica. De 
fato, administra-se a fragao F(ab’) 2 da IgG produzida por cavalos imunizados com o toxoide. 

A prevengao de infecgao futura pelo virus da hepatite B (HBV) e um exemplo de imunizagao ativa. O HBV e complexo 
quanto a composigao antigenica. Evidencias demonstraram que o virus adere ao hepatocito pelo antigeno “s” (HBsAg) do 
envelope viral. 1 Assim, pacientes que produzem anticorpos anti-HBs evoluem para cura e ficam protegidos contra reinfecgoes 
futuras. Os anticorpos anti-HBs ligam-se ao HBsAg do envoltorio do HBV e inibem a aderencia viral ao hepatocito, impedindo 
a infecgao. Com base nesse conhecimento, foram desenvolvidas estrategias de obtengao de proteinas recombinantes e peptideos 
sinteticos que mimetizam o HBsAg in natura. O HBV nao e cultivavel, o que dificulta a obtengao de extratos antigenicos 
naturais, e para o desenvolvimento da resposta imune protetora nao sao necessarios outros antigenos virais (core, 
nucleocapsidio, enzimas etc.). As vacinas para hepatite B hoje disponiveis usam apenas o antigeno HBs como imunogeno e os 
individuos respondedores (> 95%) produzem elevados niveis de anticorpos anti-HBs que perduram alguns anos. As falhas 
vacinais que ainda persistem se devem a dois provaveis motivos: ou o mecanismo de imunizagao e muito brando, ou ha 
individuos tolerantes a esse antigeno. Essa possivel tolerancia imune pode explicar por que alguns individuos infectados pelo 
HBV nao conseguem resolver a infecgao. 

Imunoensaios utilizados no desenvolvimento e na produgao de soros e vacinas 

Soros hiperimunes e extratos antigenicos concentrados sao inicialmente avaliados por tecnicas de menor sensibilidade e custo. 
Sao muito usuais tecnicas de imunoprecipitagao por imunodifusao radial dupla ( Ouchterlony ), cujos resultados comparativos 
com amostras de referenda ja podem indicar se a amostra obtida esta fora dos padroes esperados (ver Capitulo 5). Por outro 
lado, tecnicas mais sofisticadas como o immunoblot fornecem dados refinados da imunorreatividade (ver Capitulo 7). 

Nas etapas de pesquisa para investigar a imunodominancia de extratos de antigenos sao utilizados soros hiperimunes 
experimentais, amostras de individuos com a doenga e, por fim, anticorpos monoclonais. Tecnicas cromatograficas e 
eletroforeticas ajudam na identificagao e na caracterizagao parcial de moleculas antigenicas. 

A eletroforese bidimensional tambem tem sido empregada e e de grande valia para estudos iniciais de extratos mais 
complexos. A analise dos eletroferogramas obtidos depende de sofisticados softwares e inumeros experimentos (analise 
proteomica). O sequenciamento de peptideos que compoem a proteina e muito usual, mas limitado quanto ao tamanho da 
sequencia analisada. 

Resultados de estudos genomicos dos microrganismos causadores sao incorporados e utilizados para implementar o 
conhecimento das estruturas antigenicas e dos mecanismos fisiopatologicos das infecgoes (ver Capitulo 3). 

Tolerancia imunologica 

O conceito de tolerancia imunologica pode ser dado como “ausencia ou nao de resposta imune para determinado(s) epitopo(s). 
Quando esse(s) epitopo(s) e (sao) imunodominante(s), pode acontecer a tolerancia para determinado antigeno ou molecula”. 2 
Ou seja, ha tolerancia em individuos imunocompetentes. O melhor exemplo de mecanismo de tolerancia e a autotolerancia que 
ocorre para os antigenos self, um processo dinamico e complexo que, quando quebrado, desencadeia lesoes de autoagressao em 
doengas autoimunes (ver Capitulos 24 e 25). Como a tolerancia e um mecanismo imunologico, tambem mantem as 
caracterfsticas da resposta imune: 




• E antigeno-especifica (no sentido de epitopo-especifica) 

• Tem memoria imunologica, ou seja, mantem-se por longos perfodos em um equilibrio complexo entre imunidade <-> tolerancia 

• Pode ser afetada por condicoes inerentes a aprcsentacao de antigenos, desencadeando, por vezes, imunidade (p. ex., a 
autoimunidade). 

Fatores geneticos e ambientais parecem estar envolvidos na dinamica entre tolerancia e imunidade. Para explicar alguns 
desequilfbrios, o melhor caminho e compreender que ocorrem alteracoes na molecula antigenica, tornando-a estranha ao sistema 
imune, ou ainda a estimulagao de clones de linfocitos antes suprimidos (tolerantes). 

Estudos geneticos e moleculares com animais isogenicos tem fornecido informacoes importantes, cuja perspectiva e a 
possibilidade de interferencia terapeutica na indugao de tolerancia em individuos apresentando respostas indesejadas (alergias, 
doengas autoimunes e rejeigao a transplantes). 2 Esses estudos mostram que algumas condigoes sao importantes para a indugao 
de tolerancia : 

• Imunocompetencia do hospedeiro: a resposta imune e incipiente no neonato e desenvolvida no adulto. Assim, e mais facil 
induzir a tolerancia imune em recem-nascidos e animais muito jovens. Essa observagao experimental e coerente com a de 
que recem-nascidos humanos com infecgao congenita podem nao apresentar resposta imune adequada e, por isso, tornam-se 
infectados cronicamente, de modo anormal. Por exemplo, com rubeola congenita, o bebe continua excretando o virus por 
meses, ao contrario da infecgao em criangas e adultos, quando a excregao viral perdura poucas semanas 

• Caracterfsticas do antigeno: proteinas complexas sao bons imunogenos, mas quando administradas na forma soluvel podem 
induzir tolerancia. Esse mecanismo deve justificar por que somos tolerantes a moleculas de alimentos que chegam a nossa 
circulagao na forma soluvel degradada. Tambem e possivel que a persistencia do antigeno por longos perfodos e em elevadas 
concentragoes possa induzir tolerancia. Isso parece ocorrer com os autoantigenos, ao menos na maioria da populagao 

• Apresentagao do antigeno: e facilitada em ambiente inflamatorio com elevados niveis de mediadores inflamatorios, citocinas e 
expressao celular de moleculas coestimulatorias. Esse mecanismo justifica algumas autorreatividades em processos 
inflamatorios cronicos, por exemplo, na infecgao chagasica ou na sindrome de Crohn e na colite ulcerativa. A ausencia de 
inflamagao facilita a tolerancia, o que ocorre com ingestao e absorgao de proteinas heterologas 

• Via e forma de administragao: a via oral digestiva degrada os antigenos que, quando absorvidos, geralmente nao sao 
imunogenos. Vale lembrar que na vacina oral Sabin com virus A, B e C da polio vivos atenuados e na vacina de rotavirus ha 
multiplicagao viral e estimulagao do tecido linfoide associado a mucosa do intestino. A via endovenosa para administragao 
de drogas soluveis tambem e indutora de tolerancia. Contrariamente, as vias intramuscular, subcutanea ou intradermica, com 
o uso de antigenos insoluveis ou em suspensao com adjuvantes, acabam geralmente induzindo resposta imune. Neste caso, 
ha dois eventos que facilitam a imunizagao: inflamagao, pois ha lesao tecidual na deposigao do antigeno insolubilizado, e 
esse antigeno e liberado lentamente, de modo que ha tempo habil para ocorrer a fagocitose e a migragao de celulas de defesa 
para o local (efeito chamado de deposito ou depot ) 

• Sitios de privilegio imunologico: alguns tecidos e orgaos sao poupados de maneira especial da resposta imune. Por um lado, 
sao protegidos do acesso de invasores, por outro, dificultam a chegada de celulas de defesa. Camara anterior do olho, cornea, 
sistema nervoso central, ovarios, placenta e testiculos, por exemplo, sao locais que nao apresentam drenagem linfatica 
adequada e os antigenos nao chegam facilmente ate eles porque ha barreiras orgao-sangue, tais como as barreiras 
hematencefalica e hematorretiniana. No entanto, quando ha invasao de patogenos, ha intensa resposta imunoinflamatoria 
nesses locais. A ideia de privilegio deve ser encarada do ponto de vista funcional. Se ha o privilegio e porque ha o beneficio. 
Nesses tecidos, as consequencias do processo imunoinflamatorio poderiam ser danosas ao tecido. Assim, a tolerancia nesses 
locais deve incluir mecanismos regulatorios que limitem a resposta celular T, por meio de citocinas, fatores supressores, 
reduzida expressao de moleculas de histocompatibilidade HLA classes I e II, alem da propria regulagao de populagoes de 
linfocitos T por celulas supressoras. 

Experimentalmente, a interrupgao da tolerancia imune parece facil. Do ponto de vista terapeutico, ela tem aplicagao em 
algumas situagbes. Por exemplo, certos individuos imunocompetentes nao sao bons respondedores para determinados patogenos 
e mostram infecgoes repetitivas por esses agentes. Outra situagao se da quando alguns individuos nao respondem aos esquemas 
de vacinagao, principalmente quando sao usados peptideos ou proteinas muito purificados e contendo poucos epitopos, se 
comparados ao patogeno selvagem. 

Algumas estrategias aplicaveis para interromper a tolerancia, ou seja, tornar respondedor o animal tolerante (sempre para 
determinado antigeno, ja que nao se trata de imunodeficiencia) sao: 



• Injetar linfocitos T de animal nao tolerante no animal tolerante, apos irradiagao do animal tolerante. Esse procedimento e 
valido para animais isogenicos, quando nao ocorre a reacao enxerto versus hospedeiro (ver Capitulo 26) 

• Usar hiperimunizagao com antigenos de reatividade cruzada para os quais havia tolerancia 

• Usar imunoestimuladores e imunizagao repetitiva com o antigeno tolerado. 

Imunoprofilaxia passiva 


■ Modelo natural de imunoprofilaxia passiva 

O primeiro modelo de imunizagao passiva natural ocorre ja na vida intrauterina, a partir da segunda metade da gestagao, mais 
intensamente no ultimo trimestre. O feto recebe passivamente a IgG materna, que ira protege-lo contra varios agentes 
infecciosos nos primeiros meses de vida. 

Bebes prematuros nascem com menor concentragao de IgG materna e sao mais suscetiveis a infecgoes nos primeiros meses 
de vida. A subclasse IgG2 atravessa a placenta, mas em menor quantidade que as outras subclasses. Como a IgG2 parece ter 
papel preponderante na neutralizagao de antigenos polissacaridicos capsulares, entende-se maior risco e frequencia de infecgoes 
por patogenos capsulares em recem-nascidos. Os niveis de anticorpos maternos caem gradativamente em fungao da meia-vida 
da IgG, em torno de 3 a 4 semanas. Assim, ja com 2 a 3 meses de idade, pouco menos de 50% da IgG do bebe e de origem 
materna. 

Outro exemplo natural de imunizagao passiva e a passagem da IgA secretora do colostro e do leite materno pelos tratos 
respiratorio superior e gastrintestinal do lactente. O colostro mostra concentragao de IgA ate tres vezes maior que o valor serico 
da mae. Esses valores vao se reduzindo e no leite estarao por volta de 40% do valor de IgA no soro materno. Lactentes de maes 
deficientes de IgA mostram maior frequencia de infecgoes de mucosas. 

A presenga de IgA secretora no leite materno e o mecanismo mais especifico de defesa. Os linfocitos B de memoria da 
mae, que estejam sendo estimulados por antigenos no intestino materno, na etapa do switch para IgA migram para a glandula 
mamaria (sistema enteromamario) e ai se diferenciam em plasmocitos secretores. No epitelio mamario, a IgA ganha o 
componente secretor e e secretada com o colostro ou com o leite. A especificidade dessas IgA e para enteropatogenos, bacterias 
Gram-negativas, enterovirus e para algumas toxinas bacterianas. Embora em menor concentragao, tambem IgG e IgM maternas 
sao encontradas no leite humano. O papel de outras celulas (leucocitos) presentes no leite ainda nao e claro. 

■ Soroterapia 

A terapia passiva utilizando anticorpos imunes de doadores surgiu como opgao terapeutica em situagoes de urgencia para 
neutralizar venenos de animais pegonhentos ou toxinas bacterianas letais. Pacientes debilitados, imunodeficientes humorais 
graves ou na vigencia de infecgoes agudas graves, podem tambem se beneficial' da imunizagao passiva com imunoglobulinas 
imunes de doadores saudaveis da populagao. 

As imunoglobulinas administradas sao catabolizadas em algumas semanas e como nao sao produzidas pelo paciente, nao 
ha memoria imunologica (como na imunizagao ativa); se o risco permanece ou se repete, nova administragao deve ser feita. 

As imunoglobulinas com fungao de anticorpo podem ser obtidas por hiperimunizagao de animais, preferencialmente 
cavalos ou coelhos, e sao chamadas de imunoglobulinas heterdlogas. Ja o pool de soros ou plasmas de doadores humanos 
contem imunoglobulinas imunes homologas. Anticorpos monoclonais de camundongos sao considerados heterologos, mas 
podem ser humanizados (ver Capitulos 2 e 3). 

Como em toda medida terapeutica, tambem na imunizagao passiva deve-se avaliar claramente o binomio risco-beneficio. 
Um dos riscos na imunizagao passiva e a transmissao acidental de agentes infecciosos ou afecgoes ainda desconhecidas que 
possam estar presentes nos produtos, soros e imunoglobulinas. Por exemplo, deve-se sempre lembrar do HIV na decada de 
1970, ainda desconhecido, mas ja se disseminando via transfusional, ou entao do potencial risco de transmissao de prions 
(encefalite espongiforme bovina). 

Outro risco, mais evidente, ocorre na administragao de soros heterologos. As imunoglobulinas sao especie-especificas e as 
principais diferengas se encontram na porgao carboxiterminal da porgao Fc das cadeias pesadas. Essa caracterfstica, por um 
lado, possibilita que sejam produzidos anticorpos anti-IgG humana, por exemplo, que sao muito liteis na obtengao de 
conjugados para os kits diagnosticos. Por outro lado, a administragao de Ig heterologa induz a produgao de anticorpos contra 
essa imunoglobulina. Lesoes teciduais decorrentes desse risco sao agrupadas em uma entidade chamada doenga do soro. 

A administragao de imunoglobulinas ou soros heterologos induz produgao de anticorpos contra essas proteinas. Ja na 
primeira administragao do soro, podem ser percebidas as consequencias dessa imunizagao. Em 10 a 15 dias apos receber o soro. 



o indivfduo ja produz quantidades significativas de anticorpos anti-Ig heterologa, que corneca a se complexar com as Ig 
heterologas ainda nao catabolizadas. Em um segundo contato com essa Ig heterologa, ja havera maior quantidade de anti-Ig 
(memoria), entao, imunocomplexos Ig/anti-Ig se formam imediatamente apos a administragao do soro. 

Os imunocomplexos macromoleculares de elevado peso molecular (Ig-anti-Ig) se depositam na membrana basal de 
glomerulos e de endotelio vascular, ativando o sistema complemento. As celulas do hospedeiro contem receptores para C3b e 
C5b, e a formagao do complexo de ataque a membrana (C56789), com fungao de perforina altamente citotoxica, acaba 
causando lesoes nos tecidos onde se depositaram os imunocomplexos. Glomerulonefrites e vasculites sao os sinais que 
evidenciam esse mecanismo de hipersensibilidade por imunocomplexos (hipersensibilidade do tipo III). A ativacao do sistema 
complemento produz anafilatoxinas e causa opsonizagao com facilitagao de macrofagos. A inflamagao exagerada provoca mais 
lesoes teciduais e o processo se amplifica. 

A estrategia tecnologica para minimizar esses efeitos e o tratamento da IgG heterologa com enzimas do tipo pepsina ou 
tripsina que digerem a Fc pela regiao carboxiterminal livre. O produto final F(ab’) 2 deve ser obtido por filtragao em gel ou 
exclusao por peso molecular, de modo que elimine os subfragmentos Fc da digestao enzimatica. Caso os subfragmentos Fc 
permanegam na preparagao, pode persistir a imunogenicidade com produgao de anticorpos anti-Fc. 

■ Soros imunes para venenos de pegonhas 

Entre os acidentes com animais pegonhentos, o ofidico (picada por cobras e serpentes) e o principal deles, pela frequencia e 
gravidade, principalmente em areas rurais do pais. Os generos de serpentes brasileiras de importancia medica sao quatro 
( Bothrops , Crotalus, Lachesis e Micrurus) e compreendem mais de 60 especies. O veneno produzido por cada genera contem 
antfgenos distintos, por isso a identificagao morfologica da serpente envolvida no acidente e importante. Soros imunes 
multivalentes (polivalentes) sao destinados aos casos em que a identificagao e dificil. O Ministerio da Saude disponibiliza os 
soros imunes heterologos (imunoglobulina apos tratamento enzimatico = F[ab’] 2 ) antibotropico, antibotropico/crotalico, 
antibotropico/laquetico, anticrotalico e antielapfdico. 

Os acidentes com escorpiao tem menor importancia, pois dependem da quantidade de picadas e da massa corporea da 
vftima. Varias especies de escorpiao do genera Tityus sao comuns e o soro antiescorpionico esta disponfvel na rede publica. 

Algumas aranhas tambem sao pegonhentas, mas os acidentes com elas sao mais raros. Os soros antiloxoscelicos sao 
encontrados em Centres de Soroterapia no mundo todo. Igualmente raros sao os acidentes por contato com lagartas do tipo 
Lonomia (taturanas) e os soros tambem podem ser adquiridos. 

Os soros hiperimunes especificos para venenos de pegonhas produzidos no Brasil seguem rigorosas normas de boas 
praticas de fabricagao (BPF) proprias da industria farmaceutica, com a peculiaridade de que o produto final tambem deve 
demonstrar comprovada eficiencia imunologica. Nesses ensaios de controle de qualidade de soros imunes, a avidez das 
imunoglobulinas do produto obtido bem como sua capacidade de neutralizar o veneno devem ser comprovadas. Os 
imunoensaios nessa etapa sao realizados in vitro e tambem em animais de laboratorio (in vivo). 

■ Imunobiologicos 

O termo imunobiologico tem sido empregado para agrupar produtos de aplicagao terapeutica humana da classe dos soros 
hiperimunes heterologos ou de imunoglobulinas imunes de origem humana, obtidas de plasma de doadores saudaveis que 
apresentem elevados titulos de anticorpos para determinada afecgao. Os seres humanos doadores produzem esses anticoipos em 
processo de rotina de imunizagao ativa ou sao pacientes curados da doenga. 

Parte desses produtos ainda precisa ser mais bem padronizada quanto ao indice de anticoipos especificos por meio de testes 
biologicos que comprovem a capacidade de efetivamente neutralizar o antigeno. Esses indices de eficiencia sao medidos em UI 
(unidades internacionais) e podem ser obtidos de ensaios do produto em paralelo com amostras de referenda internacionais, 
preconizadas por organizagoes do ramo, como a Organizagao Mundial da Saude (OMS), ou instituigoes reconhecidas, como o 
Centers for Diseases Control and Prevention iCDC). 

O Ministerio da Saude do Brasil lista alguns imunobiologicos especiais disponiveis na rede publica. Alguns sao produzidos 
em instituigoes publicas e outros podem ser adquiridos de empresas farmaceuticas. 4 Sao exemplos: imunoglobulina antirrabica, 
antivaricela-zoster, antitetanica e anti-hepatite B. 

A gamaglobulina humana obtida de plasma de doadores saudaveis contem principalmente IgG em decorrencia do metodo 
de precipitagao e fracionamento empregado. A principal aplicagao dessa gamaglobulina e em indivfduos com imunodeficiencia 
humoral IgG grave. Pacientes com imunodeficiencia seletiva IgA nao podem receber gamaglobulina humana por dois motivos: 

• A preparagao quase nao contem IgA, nao suprindo a deficiencia do paciente 


• A IgA presente na preparagao administrada atua como antfgeno e induz a produgao de anticorpos anti-IgA no paciente. 

Pacientes com deficiencia seletiva de IgA conseguem produzir resposta imune IgG. Em uma segunda administragao, os 
imunocomplexos IgA/anti-IgA desencadeiam citotoxicidade mediada por imunocomplexos. Pacientes deficientes de IgA nao 
devem receber plasma humano e transfusao de sangue total esta contraindicada. Concentrado de hemacias lavadas para retirar 
todas as proteinas plasmaticas e hemoderivados processados sao as opgoes para esses casos. 

Doenga hemolitica do recem-nascido 

A imunoprofilaxia passiva de maes Rh negativo com filhos Rh positivo e feita pela administragao de gamaglobulina anti-D 
(antfgeno D do sistema eritrocitario Rh) dentro de 48 h apos o parto. Os anticorpos anti-D removem do sangue materno as 
celulas Rh positivo por destruigao hemolitica, as quais a mae e exposta durante o parto. Desse modo, o sistema imune materno 
nao tem chance de perceber o antfgeno (D) estranho e nao havera imunizagao ativa da mae. 

Mulheres Rh negativo, que produzem resposta imune de memoria com anticorpos IgG anti-Rh, afetarao seus futures fetos 
Rh positivo. IgG atravessam a placenta (a partir da segunda metade da gestagao) e destroem as celulas Rh positivo do feto, 
desencadeando a doenga hemolitica do recem-nascido, tambem chamada eritroblastose fetal. 

As preparagoes de gamaglobulina com anticorpos anti-D (Rh) comercializados sao de fonte humana, por isso nao ha risco 
de imunizagao contra imunoglobulina heterologa. Assim, apos cada parto de bebe Rh positivo deve ser feita a soroterapia anti- 
Rh. 

Imunizagao ativa 

Ao lado do tratamento da agua, as agues de imunizagao sao aquelas de maior impacto em prevengao primaria, tanto no que diz 
respeito ao proprio indivfduo quanto a comunidade da qual ele faz parte. A introdugao da vacinagao foi a maior responsavel 
pela diminuigao da incidencia de diversas doengas, como o sarampo e a rubeola, pelo controle da poliomielite e pela erradicagao 
da variola. 

No Brasil, o Ministerio da Saude e o orgao responsavel por vacinas e imunobiologicos. O Programa Nacional de 
Imunizagoes (PNI) preconiza a imunizagao para 18 microrganismos, sendo o esquema iniciado ja no I - mes de vida. Essas 
vacinas sao obrigatorias e gratuitas a populagao. 5 Algumas vacinas adicionais as do PNI podem ser administradas em clfnicas 
privadas e/ou estao disponfveis nos Centres de Referenda de Imunobiologicos Especiais (CRIE) para populagoes especiais. Sao 
vacinas recomendadas pela Sociedade Brasileira de Pediatria (SBP) e pela Sociedade Brasileira de Imunizagao e devem ser 
oferecidas por todos os pediatras a seus pacientes, respeitando as devidas indicagoes. As Tabelas 29.1 e 29.2 mostram as 
vacinas do calendario basico e as adicionais disponfveis. 

O Ministerio da Saude tambem disponibiliza vacinas para adolescentes (11 a 19 anos) e adultos (20 anos ou mais) que nao 
foram vacinados anteriormente. Basicamente, sao contra difteria e tetano (DT), trfplice viral (SRC), hepatite B e febre amarela, 
esta ultima so para areas endemicas ou de risco e para viajantes que tenham tais rcgioes como destino ou passagem. No caso da 
DT, e recomendado reforgo a cada 10 anos. Ha dois programas especiais de vacinagao, um para a vacinagao anual contra a 
influenza (gripe) para idosos (60 anos ou mais) e outre voltado para gestantes, com a vacinagao contra a hepatite B, a influenza 
e a administragao de uma dose da vacina trfplice acelular contra tetano, difteria e coqueluche (DTaP). 

Vacinas para hepatite A, meningococo C, febre tifoide, pneumococos e do virus da polio inativado estao disponfveis para 
administragao em adultos em situagoes especiais, como surtos epidemicos, viagem ou pacientes imunocomprometidos. A vacina 
da raiva para humanos (obtida de cultivo celular) esta disponfvel para profilaxia pos-exposigao ou prevengao pre-exposigao para 
trabalhadores sob risco, como veterinarios e tratadores (contato com animais silvestres ou nao vacinados). 

■ Cobertura vacinal 

E a porcentagem de pessoas (criangas ou adultos) de uma determinada regiao geografica que receberam determinada vacina. 
Estudos epidemiologicos definem a porcentagem minima da populagao que deve ser vacinada para garantir que a cepa selvagem 
de determinado virus ou bacteria circule muito menos (menor prevalencia), garantindo um controle da doenga naquela 
populagao, beneficiando, inclusive, os indivfduos nao vacinados, uma vez que o risco de exposigao e muito menor. 6 

Tabela 29.1 Programa Nacional de Imunizagoes. 


Idade 


Vacinas 




A partir do nascimento 

BCG, hepatite B 

2 meses 

Poliomielite (VIP); hepatite B + DTP + Hib (pentavalente); rotavirus 
monovalente; pneumococo 10-valente conjugada 

3 meses 

Meningococo C conjugada 

4 meses 

Poliomielite (VIP); hepatite B + DTP + Hib (pentavalente); rotavirus 
monovalente; pneumococo 10-valente conjugada 

5 meses 

Meningococo C conjugada 

6 meses 

Poliomielite (VIP); hepatite B + DTP + Hib (pentavalente) 

A partir de 6 meses ate 5 anos 

Influenza A + B (trivalente) nas campanhas nacionais, 2 doses no I s ano e a 
seguir: 1 por ano 

9 meses 

Febre amarela 

12 meses 

Sarampo + caxumba + rubeola (SCR); pneumococo 10-valente conjugada, 
meningococo C conjugada 

15 meses 

DTP; poliomielite (VOP); sarampo + caxumba + rubeola + varicela (SCRV); 
hepatite A 

Entre 4 e 6 anos 

DTP, poliomielite (VOP), varicela 

A partir de 9 anos 

Papilomavirus humano (HPV) 

12 a 13 anos 

Meningococo C conjugada 

14 a 15 anos 

dT 


O intervalo minimo entre a 1 a e a 2a dose da vacina contra a hepatite B e de 30 dias. O intervalo minimo entre a 
2a e a 3a dose da vacina para hepatite B e de 2 meses, desde que o intervalo de tempo decorrido da I s dose 
seja, no minimo, de 4 meses e a crianga ja tenha completado 6 meses de idade. 

A vacinagao para o HPV e administrada no esquema de duas doses com intervalo de 6 meses. 

A vacina para febre amarela e administrada nas regioes onde haja indicagao, de acordo com a situagao 
epidemiologica. 

A partir dos 14 anos, esta indicada uma dose da vacina dupla tipo adulto DT a cada 10 anos, por toda a vida. 
VOP: vacina oral da poliomielite; VIP: vacina inativada da poliomielite. 


Tabela 29.2 Algumas vacinas e esquemas alternatives ao Programa Nacional de Imunizagoes disponiveis em 
clinicas privadas. 

Vacinas 

Idade 

Doses e observagoes 

Varicela 

A partir de 12 meses (a partir de 9 
meses em situagoes de surto) 

2 doses, intervalo minimo de 3 
meses para criangas com idade 

inferior a 13 anos. Intervalo minimo 

de 1 mes para criangas maiores e 

adultos 

Sarampo + caxumba + rubeola + 
varicela (SCRV) 

A partir de 12 meses 

2 doses, intervalo minimo de 3 

meses 



Pneumococica 23-valente 

A partir de 2 anos 

1 dose (reforgo opcional apos 5 
anos) 

Pneumococica conjugada 

2 a 7 meses 

3 doses + 1 reforgo 

13-valente 

7 a 12 meses 

2 doses + 1 reforgo 


12 a 24 meses 

2 doses 


A partir de 24 meses 

1 dose 

Influenza A + B quadrivalente 

6 meses a 9 anos 

2 doses no primeiro ano. 

(GRIPE) 


Depois: 1 por ano 


A partir de 9 anos 

1 dose por ano 

Hepatite A 

A partir de 12 meses 

2 doses (intervalo de 6 a 12 meses) 

Papilomavirus humano 

Entre 9 e 14 anos 

2 doses (intervalo de 6 meses) 


A partir de 15 anos 

3 doses (1 a 2 meses entre a 1 a e a 

2 a dose, 4 a 5 meses entre a 2 a e a 

3 a dose) 

Meningococica ACWY-TT 

A partir de 1 ano 

1 dose 

Meningococica ACWY-CRM 197 

2 a 7 meses 

3 doses + reforgo apos 1 ano 


7 a 24 meses 

2 doses, a segunda apos 12 meses 


2 anos 

1 dose 

Dengue 

A partir de 9 anos 

3 doses 

Trtplice acelular de reforgo (dTap) 

A partir de 4 anos 

No reforgo da vacinagao de rotina 

Meningococica C ou ACWY 

Reforgo 

5 anos e 11 anos 

Meningococo B recombinante 

2 a 5 meses 

3 doses + 1 reforgo 


6 a 11 meses 

2 doses + 1 reforgo 


12 a 23 meses 

2 doses 


2 a 10 anos 

2 doses, intervalo rmnirno de 2 



meses 


A partir de 11 anos 

2 doses, intervalo rmnirno de 1 mes 


Por exemplo, se 95 a 98% das criangas de uma localidade forem vacinadas contra a poliomielite e desenvolverem 
imunidade, a circulagao do virus selvagem e interrompida, propiciando o controle da doenga naquela regiao. Alem disso, com a 
administragao da vacina de virus vivo atenuado por meio de campanhas, ha a excregao viral nas fezes. As criangas nao 
vacinadas que entram em contato com a cepa atenuada tem grande chance de se infectarem com esta cepa, o que acaba 
funcionando como uma imunizagao branda, sem consequencias de doenga grave ou sequelas. 

■ Vacinagao em situagdes especiais 

Nos individuos com alteragoes do sistema imunologico, tanto na imunodeficiencia congenita como nas adquiridas (ou 
secundarias), fica comprometido o procedimento normal de vacinagao. Por um lado, essa populagao e de elevado risco para 


infecpoes graves; por outro, como respondem de maneira inadequada aos estfmulos, a resposta a vacinapao pode ser muito 
reduzida e nao induzir protepao. 

A essa populapao deve ser dispensado um cuidado especial no caso de vacina com microrganismos vivos, que pode por si 
so causar graves infecpoes nesse grupo de indivfduos. As vacinas BCG, contra sarampo, caxumba, rubeola, varicela e febre 
amarela sao formalmente contraindicadas aos indivfduos imunocomprometidos. Ja as vacinas inativadas e constitufdas de 
polissacarfdeos, protefnas, peptfdeos e toxoides podem ser mais beneficas do que a nao vacinapao. A aplicapao de um numero 
maior de doses nesses indivfduos deve ser avaliada, com acompanhamento laboratorial da cinetica da resposta imune induzida 
pela vacinapao. 

Um grupo especial e constitufdo de indivfduos de risco para imunodeficiencia adquirida, por exemplo, HIV positivos com 
baixa carga viral e contagem de linfocitos T CD4 + normal, pacientes aguardando transplantes, pacientes com neoplasias antes 
da introdupao de quimioterapia. Nesses casos, e conveniente a primovacinapao ou reforpos vacinais antes que o 
comprometimento imunologico se instale, inclusive, em alguns casos, com a utilizapao de vacinas de agentes vivos atenuados. 

As gestantes corn poem outro grupo ao qual se exige atenpao especial na imunizapao. A qualquer idade gestacional indica¬ 
se a vacinapao para hepatite B em mulheres ainda nao vacinadas e suscetfveis e, a partir da 20 a semana gestacional, a 
administrapao da vacina triplice acelular, apresentapao de reforpo, para tetano, difteria e coqueluche. O reforpo vacinal ira 
induzir na gestante um aumento do tftulo de anticorpos IgG, que passara para o feto, protegendo o recem-nascido e o lactente 
jovem nos primeiros meses de vida contra essas doenpas, ate que receba suas proprias vacinas. Tambem e indicada a vacinapao 
rotineira contra gripe para todas as gestantes durante o perfodo de circulapao sazonal do virus, independentemente da idade 
gestacional. Gestantes tem um risco muito maior de desenvolver complicapoes por infecpao pelo virus da influenza em relapao a 
mulheres sadias da mesma faixa etaria e nao gestantes. 

O ideal e que, ao planejar uma futura gestapao, a mulher seja avaliada quanto a imunidade para os agentes infecciosos 
frequentes na populapao da qual faz parte e que as vacinas disponfveis sejam administradas. A imunidade previa para rubeola e 
o requisite mais importante para as gestantes. As que nao apresentam anticorpos, a infecpao acidental no curso da gestapao pode 
trazer serias consequencias ao feto. Atualmente, estao sendo avaliadas vacinas com protefnas recombinantes do virus da rubeola 
para essas gestantes, sendo mais importante a seguranpa que a durapao da imunidade; afinal, a mulher pode ser revacinada apos 
o nascimento do bebe. 

■ Vacinas combinadas 

Algumas vacinas podem ser administradas na mesma aplicapao sem comprometimento da resposta imune. As vacinas 
combinadas sao mais confortaveis para as crianpas, pois reduzem o numero de injepoes e a necessidade de retornos, facilitando 
a adesao aos calendarios de vacinapao. 

Algumas dessas vacinas ja sao utilizadas na rotina no Brasil ha anos, como a DPT (tetano + difteria + coqueluche), a 
poliomielite (poliovirus 1 + 2 + 3), a trfplice viral (sarampo + caxumba + rubeola), a vacina pentavalente (DTP + Haemophilus 
influenzae tipo b + hepatite B), a vacina conjugada contra o pneumococo (10 sorotipos) e, mais recentemente, houve a 
introdupao no calendario da vacina tetraviral (sarampo + caxumba + rubeola + varicela). 

No desenvolvimento de vacinas combinadas para serem inclufdas em novos programas vacinais em substituipao as vacinas 
isoladas, tornando-os mais amplos e simples, e muito importante que se garanta que a eficiencia vacinal seja pelo menos 
identica a da vacinapao nao combinada habitualmente utilizada, sem aumento do risco de eventos adversos. 

■ Principals vacinas disponiveis no Brasil 

BCG 

O Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) e obtido pela atenuapao do Mycobacterium bovis, sendo utilizado na imunizapao contra a 
tuberculose. Os resultados dos diferentes estudos existentes mostram grande variapao na eficacia da vacina, porem, a maioria 
considera que ela confere protepao para 80% ou mais dos pacientes contra as formas graves da doenpa, incluindo a tuberculose 
miliar e a neurotuberculose. 7 O calendario nacional adota a BCG aplicada por via intradermica, enquanto em alguns pafses e 
realizada a administrapao percutanea, utilizando-se um aplicador especial com nove ou 16 agulhas. 

Na BCG por via intradermica, apos 2 a 4 semanas da aplicapao, forma-se uma papula no local, que evolui para pustula e, 
posteriormente, para ulcera, em um perfodo medio de 3 meses, dando finalmente lugar a cicatriz. Ocasionalmente, ha o 
desenvolvimento de enfartamento ganglionar do mesmo lado da aplicapao da vacina, em geral axilar e, com menor frequencia, 
supra ou infraclavicular. Sao ganglios firmes a palpapao, indolores e sem sinais flogfsticos, com menos de 3 centfmetros de 


diametro e que nao exigem nenhum tipo de intcrvcngao. Reagoes locais e regionais mais intensas sao bastante raras. 

A vacina deve ser administrada ja no l 2 mes de vida, podendo inclusive ser feita na maternidade. Nao se recomenda 
rotineiramente a administragao de doses de reforgo na adolescencia, uma vez que nao ha nenhum beneffcio no que diz respeito 
ao aumento da protecao contra a tuberculose. Deve ser aplicada de preferencia no brago direito, na altura da insercao do 
musculo deltoide. Sua administracao e contraindicada a pessoas com imunodeficiencia congenita ou adquirida, incluindo os 
infectados pelo HIV e que ja apresentem comprometimento imunologico grave e sintomas de AIDS. E sua aplicagao deve ser 
adiada em criangas que ainda nao atingiram 2 quilos de peso e na presenga de doenga dermatologica extensa e em atividade. 

Hepatite B 

A vacinagao contra a hepatite B foi inclufda no calendario basico de vacinagao pela grande prevalencia da infecgao; por sua alta 
morbidade e mortalidade, principalmente quando ocorre na infancia; pela dificuldade de imunizar grupos de risco para a 
infecgao; e pela falta de adesao dos pacientes mais velhos ao esquema de tres doses. A vacina disponivel e produzida com a 
tecnologia de DNA recombinante, com a produgao do antigeno de superficie (HBsAg) em leveduras, e nao contem plasma 
humano. 

A vacinagao da crianga durante o perfodo neonatal ou em lactente e efetiva na protegao. Apos o esquema completo, mais 
de 95% das criangas desenvolvem anticorpos. Adultos jovens tem uma soroconversao por volta de 90%, a qual cai ate 75% em 
pessoas com 60 anos ou mais. Apesar da diminuigao do titulo de anticorpos com o passar do tempo, a maioria das pessoas 
permanece protegida em decorrencia da indugao de memoria imunologica humoral (linfocitos B). Assim, o perfodo de 
incubagao relativamente longo da infecgao e a memoria imunologica possibilitam que esses indivfduos produzam quantidade 
suficiente de anticorpos quando de uma exposigao ao virus. 

Recem-nascidos prematuros, com menos de 2 mil g de peso ao nascimento, podem apresentar uma diminuigao da resposta 
a vacinagao para hepatite B e devem receber a vacina apos 1 mes de vida ou, se a condigao de imunidade da mae for ignorada 
ou for positiva para infecgao cronica pelo HBV, esta indicada a vacina nas primeiras 12 h de vida e uma dose adicional apos 1 
mes. 

Doenga renal, imunossupressao, tabagismo e obesidade tambem estao associados a diminuigao da soroconversao. A 
sorologia nao e recomendada rotineiramente, devendo ser reservada aqueles pacientes com alto risco de exposigao e que 
necessitam ter certeza da imunidade. 

A vacina e bem tolerada no geral, sendo a queixa de dor no local da aplicagao relatada por 13 a 29% dos adultos e 3 a 9% 
das criangas. Uma pequena porcentagem dos pacientes refere sintomas gerais moderados, como cefaleia e fadiga, sendo a febre 
considerada rara. 

O esquema de imunizagao recomendado para a hepatite B e de tres doses, com intervalos de 1 mes entre a primeira e a 
segunda doses e de 5 meses entre a segunda e a terceira. No caso de nao haver soroconversao, o esquema deve ser repetido. No 
Programa Nacional de Imunizagoes, como ha a aplicagao da vacina na maternidade e nas doses subsequentes e utilizada a 
vacina pentavalente (HepB + DTP + Hib), as criangas recebem um total de quatro doses da vacina contra a hepatite B. 

A dose administrada de vacina a criangas e adolescentes ate 19 anos e diferente daquela administrada a adultos. A vacina 
pode ser encontrada combinada com hepatite A, com o esquema de tres doses semelhante ao da hepatite B. Tambem esta 
disponivel combinada com a trfplice acelular, Hib e IPV (vacina hexavalente). 

Poliomielite 

Existem disponfveis no Brasil dois tipos de vacina contra a poliomielite, a vacina oral de virus atenuado (OPV, tambem 
conhecida como vacina Sabin), de administragao oral, e a vacina inativada de poliovirus (IPV, tambem conhecida como vacina 
Salk), de administragao intramuscular. 

A vacina inativada e trivalente (sorotipos 1, 2 e 3) e a formulagao atualmente utilizada da vacina atenuada oral e bivalente 
(sorotipos 1 e 3), ambas usadas no PNI e consideradas muito eficazes na indugao de imunidade aos poliovirus. A introdugao da 
vacina na rotina, com o subsequente aumento da cobertura vacinal, e as repetidas campanhas levaram a erradicagao da doenga 
nas Americas. 

A vacina oral apresenta como vantagens a facilidade de administragao e a indugao de imunidade precoce de mucosa 
intestinal. Porem, por se tratar de uma vacina de virus vivo atenuado, ha o risco de aparecimento da doenga em criangas 
vacinadas. Tal risco e estimado em um caso para cada 2,4 mi I hoes de doses administradas, sendo mais frequente na primeira 
dose (um caso para cada 750 mil doses). ' Alem disso, a multiplicagao viral no trato gastrintestinal com posterior excregao do 
virus pode levar a infecgao de comunicantes domiciliares, constituindo um grande risco para aqueles indivfduos com algum tipo 


de imunodeficiencia. Por esses motivos, apos o controle ou eliminagao da doenga autoctone, a OPV deixou de ser utilizada nos 
EUA e em alguns outros pafses. A OPV esta contraindicada ainda a pacientes com doencas do sistema imunologico e nos seus 
comunicantes domiciliares, sendo sempre indicada a IPV nessas situacdes. 

No PNI, a vacinagao para poliomielite comeca no 2- mes de vida, em esquema de tres doses da vacina IPV (nos 2°, 4 2 e 6 2 
meses de vida). Ha uma dose de reforgo entre 15 e 18 meses de vida e um segundo reforgo entre 4 e 6 anos, realizados com 
OPV. Qualquer combinagao entre IPV e OPV no esquema vacinal e aceitavel. Na rede privada, a vacina Salk esta disponivel 
associada a vacina triplice acelular e Hib (pentavalente), ou tambem associada a triplice acelular, Hib e Hepatite B 
(hexavalente). 

Haemophilus influenzae 

O Haemophilus influenzae tipo b (Hib) e uma bacteria Gram-negativa envolta por uma capsula de polissacaride, associada a 
infecgoes invasivas em criangas menores de 5 anos. Essas infecgoes manifestam-se como meningite, epiglotite, celulite facial e 
periorbital, pneumonia, osteomielite, artrite septica, pericardite e bacteriemia, todas com alta letalidade e risco de sequelas 
neurologicas nos sobreviventes de meningites. 

A virulencia do Haemophilus esta associada a sua capsula de polissacaride. As vacinas disponiveis contem em sua 
composigao esse polissacaride conjugado a uma protelna carreadora, o que possibilita uma excelente resposta humoral mesmo 
em lactentes jovens. As protemas conjugadas habitualmente utilizadas sao o toxoide tetanico e o toxoide difterico modificado. 

A vacinagao deve comegar aos 2 meses de idade e sao preconizadas tres doses, o intervalo entre as doses podendo variar 
conforme o esquema adotado por diferentes pafses. No Brasil, as doses sao administradas aos 2, 4 e 6 meses de idade. A vacina 
e bem tolerada, sendo rara a ocorrencia de eventos adversos. A eficacia na prevengao de doenga invasiva e da ordem de 95 a 
100 %. 

A vacina para Haemophilus influenzae tipo b esta disponivel no Brasil isolada ou combinada com a triplice de celulas 
inteiras e hepatite B (vacina pentavalente do PNI), com a triplice acelular e IPV (vacina pentavalente) e combinada com a 
triplice acelular, IPV e hepatite B (vacina hexavalente). 

Difteria 

E uma doenga causada pelo Corynebacterium diphtheriae por consequencia da produgao de uma exotoxina. A introdugao da 
vacina nos esquemas de rotina fez com que a doenga praticamente desaparecesse do nosso meio, restando apenas casos 
esporadicos. 

A vacina e composta pelo toxoide difterico, que e a propria toxina privada de sua capacidade de causar doenga. O toxoide 
esta presente nas vacinas em diferentes concentragoes, variando de acordo com o laboratorio produtor e a idade do paciente. A 
criangas com mais de 7 anos de idade e adultos, recomenda-se a imunizagao com uma dose menor do toxoide, devido ao risco 
aumentado de efeitos adversos intensos. 

A crianga deve receber tres doses da vacina no l 2 ano de vida e aos 2, 4 e 6 meses, e duas doses de reforgo, a primeira entre 
15 e 18 meses e a segunda entre 4 e 6 anos de idade. A partir dos 5 anos, deve-se fazer uma dose a cada 10 anos, para se manter 
titulos adequados de anticorpos protetores. Gestantes podem receber a vacina sem risco para o feto. 

A vacina e de administragao intramuscular e cerca de 95% das criangas apresentam protegao apos o esquema inicial de tres 
doses. Com o passar do tempo, os tftulos de anticorpos vao se reduzindo. Uma ampla cobertura vacinal e importante para se 
evitar a disseminagao da doenga a partir de um caso importado. 

Os eventos adversos associados a vacina sao frequentes, principalmente o edema e a hiperemia no local da aplicagao. 
Alguns pacientes tambem se queixam de mal-estar, febre transitoria e cefaleia. No local da vacina pode se formar um pequeno 
nodulo, que desaparece em poucas semanas. As reagoes locais e sistemicas sao mais frequentes e intensas no paciente com mais 
de 7 anos, sendo indicada, por esse motivo, uma dose menor nesses indivfduos. E considerada contraindicagao a essa vacina a 
reagao anafilatica em dose previa. 

Esta disponivel no Brasil em combinagao com as vacinas de tetano e coqueluche (triplice de celulas inteiras [DTP] ou 
triplice acelular [DTPa]), ou so com a vacina para o tetano, nas apresentagoes pediatrica (DT) e adulta (dT). 

Tetano 

A toxina tetanica produzida pelo bacilo anaerobico Gram-negativo Clostridium tetani e a responsavel pelos sinais e sintomas 
que caracterizam o tetano, e o toxoide que constitui a vacina e obtido pelo tratamento da toxina com formol. O toxoide mantem 
sua capacidade imunogenica original, mas nao e capaz de causar a doenga. A capacidade da vacina em produzir imunidade e 


aumentada pela adigao de adjuvante, o hidroxido de alummio. 

A vacinagao e iniciada no 2- mes de vida, sendo recomendadas tres doses no l 2 ano de vida, com intervalo de 2 meses entre 
elas, seguidas por duas doses de reforgo, com 15 meses e 5 anos. A partir dal, esta indicada uma dose de reforgo a cada 10 anos. 
Os eventos adversos relacionados a vacina nao sao frequentes, geralmente restritos ao aparecimento de dor e hiperemia local. 

O adulto que nunca recebeu nenhuma dose da vacina deve utilizar um esquema de tres doses, com intervalos de 2 meses 
entre a primeira e a segunda e de 4 meses entre a segunda e a terceira doses. Caso haja um intervalo maior entre as doses, o 
esquema nao necessita ser reiniciado, basta completar as doses faltantes. 

Como o titulo de anticorpos pode diminuir rapidamente em uma pequena parcela dos indivlduos, caso haja um ferimento 
extenso ou potencialmente contaminado apos 5 anos da ultima dose de vacina, o reforgo deve ser antecipado. 

A recomendagao tradicional para a vacinagao de mulheres gravidas estabelecia que aquelas que tivessem feito a ultima 
dose da vacina ha mais de 5 anos, deviam receber uma dose de reforgo apos o l 2 trimestre da gravidez. Gestantes que nunca 
tivessem recebido a vacina ou se nao existisse informagao confiavel disponivel, deviam receber um esquema completo. Em 
2015, contudo, passou a ser disponibilizada no Programa Nacional de Imunizagoes a vacina triplice acelular apresentagao de 
reforgo (DTaP) para todas as gestantes, independentemente da situagao vacinal em relagao ao tetano. A vacina deve ser 
administrada a partir da 20- semana gestacional. 

Desde a introdugao da vacina antitetanica no PNI, a queda do numero de casos e obitos pela doenga em todas as idades foi 
constante, estando o tetano sob controle na maior parte dos estados brasileiros. Atualmente, a maioria dos casos de tetano se 
concentra nas faixas etarias mais velhas, pela falta de reforgo vacinal. 

A casos de ferimentos potencialmente contaminados, alem das medidas usuais de limpeza, e indicada a profilaxia com a 
utilizagao concomitante da vacina e da imunoglobulina hiperimune especifica, conforme Tabela 29.3. 

A vacina esta disponivel no Brasil em combinagao com as de difteria e de coqueluche (triplice de celulas inteiras [DTP], e 
triplice acelular [DTPa]) ou so com a vacina para a difteria, nas apresentagoes pediatrica (DT) e adulta (dT). 

Coqueluche 

E uma doenga altamente contagiosa causada pela Bordetella pertussis que, classicamente, se apresenta em tres fases. A 
primeira, chamada catarral, e o periodo mais contagioso. Na segunda fase, a tosse irritativa passa a apresentar paroxismos, 
podendo durar ate 2 a 3 meses. Por fim, vem a fase de convalescenga. As complicagoes da doenga incluem pneumonia, 
convulsoes e encefalopatia hipoxica com lesao cerebral permanente. O risco de transmissao existe entre 7 dias apos a infecgao e 
3 semanas depois do inicio dos sintomas. As principals fontes de infecgao para as criangas pequenas sao os adultos e 
adolescentes. Com a introdugao da vacinagao para coqueluche na rotina, a incidencia da doenga diminuiu mais de 95%. 

Estao disponiveis dois tipos de vacina para a coqueluche: a de celulas inteiras, constituida por celulas de Bordetella 
pertussis inativadas em suspensao, com concentragao superior a 4 UI e que contem o hidroxido de alummio como adjuvante; e a 
vacina acelular, que contem antigenos purificados da bacteria, em numero de dois a quatro, dependendo do fabricante. Os 
antigenos que podem ser utilizados sao: 

• Fator indutor da linfocitose (pertussis toxin), o qual interfere na fungao imune celular, contribui para a lesao celular e participa 
da aderencia bacteriana ao epitelio respiratorio 

• Hemaglutinina filamentosa, que auxilia a aderencia bacteriana as celulas ciliares do epitelio respiratorio 

• Pertactina, que tambem participa da aderencia bacteriana ao epitelio ciliar 

• Aglutinogeno, que contribui para que a aderencia ao epitelio seja permanente. 

No Brasil, a vacina utilizada no calendario basico de imunizagao e a de celulas inteiras, pela sua alta eficacia e baixo custo. 
A vacinagao para coqueluche tambem esta indicada a partir de 2 meses de idade, sendo administradas tres doses no l 2 ano de 
vida, com intervalo de 2 meses entre elas. Duas doses de reforgo sao indicadas, a primeira entre 15 e 18 meses e a segunda, 
entre 4 e 6 anos. 

Em virtude da possibilidade de reagoes muito intensas apos os 7 anos de idade, a vacina de celulas inteiras contra a 
coqueluche esta contraindicada apos tal idade. Encontra-se atualmente disponivel uma formulagao da vacina acelular 
combinada com as vacinas para tetano e difteria, a qual pode ser administrada para adolescentes e adultos como reforgo. Essa 
vacina e utilizada na imunizagao de gestantes a partir da 20- semana gestacional e tambem e recomendada a profissionais de 
saude e adultos com filhos recem-nascidos. 

A vacina de celulas inteiras tem eficacia variando de 36 a 98% nos diferentes estudos, e a protegao contra a coqueluche 
diminui com o passar do tempo, aceitando-se que seja quase nenhuma apos 12 anos da ultima dose. 8 A vacina acelular tem 


eficacia entre 80 e 89% e a duragao da protegao ainda nao esta definitivamente estabelecida, mas parece ser menor do que 
aquela obdda com a vacina de celulas inteiras. Nos estudos que compararam a eficacia das boas vacinas de celulas inteiras com 
as acelulares nao se demonstrou clara superioridade de uma sobre a outra. 8 

A grande vantagem das vacinas acelulares e a menor incidencia de efeitos adversos. As reagoes mais frequentes sao a dor 
no local da aplicagao, hiperemia e febre, geralmente entre 38 e 39 °C. 

Quando utilizada a vacina de celulas inteiras, podem ocorrer reagoes de maior intensidade, como febre acima de 40 °C, 
choro persistente e inconsolavel por 3 h ou mais, episodio transitorio de hipotonia (sindrome hipotonica hiporreativa), 
convulsoes, aparecimento de sinais neurologicos de encefalopatia e choque. Essas manifestagoes se resolvem espontaneamente 
na maioria absoluta dos casos, porem, a sua ocorrencia obriga a adogao de precaugoes para uma nova dose, quando se deve 
preferir a administragao da vacina acelular. Quando houver reagao anafilatica ou encefalopatia, doses posteriores de qualquer 
um dos dois tipos da vacina triplice sao contraindicadas. 

No Brasil, a vacina para a Bordetella pertussis existe associada a vacina para tetano e difteria na forma de vacina de celulas 
inteiras (DTP) ou acelular (DTPa), para uso infantil ou adulto (dTpa). A vacina triplice de celulas inteiras pode ainda estar 
combinada as vacinas para Haemophilus influenzae do tipo B e para hepatite B (vacina pentavalente), e a vacina triplice acelular 
pode estar combinada as vacinas para Haemophilus e IPV (pentavalente) ou tambem para hepatite B (hexavalente). 


Tabela 29.3 Profilaxia do tetano apos ferimento. 

Historia de Ferimento limpo e superficial Ferimentos perfurantes ou 


imunizagao contra 


contaminados 

o tetano 

Vacina 

Imunizagao passiva 

Vacina 

Imunizagao passiva 

Incerta ou menos de 

tres doses 

Sim 

Nao 

Sim 

Sim 

Tres doses ou mais 

Ultima dose ha 

menos de 5 anos 

Nao 

Nao 

Nao 

Nao 

Ultima dose entre 5 

e 10 anos 

Nao 

Nao 

Sim 

Nao 

Ultima dose ha mais 

de 10 anos 

Sim 

Nao 

Sim 

Nao 


Imunizagao passiva: preferentemente com imunoglobulina humana antitetanica, na dose de 250 unidades, IM. 
Utilizar em local diferente daquele no qual foi aplicada a vacina. 


Sarampo, caxumba e rubeola 

Sao doengas virais altamente contagiosas que, no passado, atingiam criangas desde a mais tenra idade, mas que, em virtude da 
introdugao da vacinagao no calendario basico e da alta cobertura vacinal, tiveram uma diminuigao marcante de incidencia na 
ultima decada. Sao doengas de transmissao respiratoria e de maior gravidade em determinados grupos populacionais, como o 
sarampo no lactente jovem e a rubeola na gestante. 

Atualmente, sao utilizadas na rotina no Brasil as vacinas triplice e tetraviral, que contem os tres virus em forma atenuada e, 
na tetraviral, ha tambem o virus atenuado da varicela. Eventualmente, durante as campanhas, e utilizada a vacina dupla viral, 
para o sarampo e para a rubeola, por falta de disponibilidade da triplice em numero suficiente de doses. A administragao e 
preferencialmente subcutanea, mas pode excepcionalmente ser realizada por via intramuscular. Os varios laboratories 
fabricantes da vacina podem utilizar cepas diferentes desses virus, de modo que a frequencia de eventos adversos relacionados a 
vacinagao tambem e variavel, de acordo com a cepa presente em um dado produto. 

A vacinagao e recomendada a criangas a partir de 1 ano de idade, com uma dose de reforgo a partir de 15 meses de vida, 
desde que respeitado um intervalo minimo de 1 mes entre as duas doses. No PNI, a primeira dose e feita com a administragao da 



vacina tnplice e a segunda, com a tetraviral. Quando a primeira dose da vacina e feita aos 12 meses, 95% das criangas 
apresentam titulos protetores de anticorpos para o sarampo, e a protegao ocorre em 98% das criangas quando a primeira dose da 
vacina e administrada apos os 15 meses. Para a rubeola e para a caxumba, a protegao na primeira dose varia entre 91 e 96% dos 
vacinados. A protegao para as tres doengas e proxima de 100% apos a segunda dose e e considerada de longa duragao. 

Adultos suscetiveis devem receber duas doses da vacina com um intervalo minimo de 1 mes entre elas. A vacina esta 
especialmente recomendada a mulheres em idade fertil, nao gestantes e suscetiveis a rubeola, sendo a melhor forma de se 
prevenir o quadra grave da rubeola congenita. 

As reaches locais sao raras e, quando presentes, de pequena intensidade. Entre 4 e 12 dias apos a administragao da vacina, 
pode ocorrer febre, raramente superior a 38 °C e com duragao de 2 dias, a qual em alguns pacientes e acompanhada por um 
exantema morbiliforme e quadra catarral. Adenopatia e artrite sao infrequentes, ocorrendo principalmente em mulheres jovens. 
Homens podem ter orquite transitoria. Pode haver aumento de volume da parotida, mas e indolor. Ha relatos de trombocitopenia 
apos administragao da vacina, com incidencia bastante baixa. A meningite pos-vacinal geralmente esta associada ao 
componente de caxumba da vacina e sua incidencia e variavel conforme a cepa utilizada na fabricagao do produto. Entre as 
utilizadas no Brasil, a cepa Urabe apresenta risco maior para tal complicagao, tendo sido abandonada em varios paises. 

A vacina triplice viral esta contraindicada a pacientes imunocomprometidos e gestantes, por ser uma vacina de virus vivo 
atenuado. E recomendado um intervalo de 1 mes entre a administragao da vacina e a gravidez, porem, a lesao do feto pelo virus 
vacinal da rubeola, apesar de teoricamente possivel, nao foi descrita na literatura medica. O acompanhamento de mulheres 
gravidas que inadvertidamente receberam a vacina nao detectou nenhum caso de malformagao fetal, mesmo naqueles em que se 
comprovou a infecgao do feto pelo virus vacinal. Desse modo, a administragao da vacina em mulheres que desconheciam 
estarem gravidas nao e indicagao para a interrupgao da gestagao. 

Hepatite A 

E uma doenga viral de transmissao fecal-oral, cuja principal caracteristica e o fato de criangas apresentarem uma doenga 
oligossintomatica, ou mesmo a infecgao assintomatica, enquanto, na idade adulta, a maioria dos casos e acompanhado de 
sintomas. 

A vacinagao pode ser iniciada a partir de 1 ano de idade, sendo recomendada a todos os suscetiveis em qualquer faixa 
etaria. A vacina e especialmente importante para os adultos suscetiveis cuja atividade profissional aumente o risco de exposigao 
a infecgao, como profissionais de creches e de instituigoes dedicadas ao cuidado de criangas com deficits neurologicos, 
profissionais da saude que mantem contato direto com pacientes, especialmente criangas, profissionais dos servigos de 
saneamento basico e coleta de lixo e profissionais que trabalhem diretamente no prepare de alimentos em restaurantes. Tambem 
e indicada a individuos que viajem para areas endemicas. 

A vacina e constituida de virus inativado pelo formol, sendo administrada por via intramuscular. O PNI adotou um 
esquema de dose unica, administrada aos 15 meses. A Sociedade Brasileira de Pediatria recomenda o esquema de duas doses, 
com intervalo de 6 a 12 meses entre elas. Cerca de 1 mes apos a primeira dose, 95 a 98% dos individuos desenvolvem protegao 
para a doenga, e praticamente 100% dos vacinados estao protegidos apos a segunda dose. Estima-se que a protegao dure ao 
menos 20 anos. A vacina e bem tolerada e os raros efeitos adversos observados restringem-se a dor e hiperemia no local da 
administragao. 

A vacina esta disponivel no Brasil nas apresentagoes pediatrica e adulta. Encontra-se tambem disponivel em combinagao 
com a vacina da hepatite B, devendo, nesse caso, ser respeitado o esquema posologico de tres doses com intervalo de 1 mes 
entre a primeira e a segunda dose e de 5 meses entre a segunda e a terceira. 

Varicela 

Causada pelo virus da varicela-zoster, um herpes-virus humano, a varicela e uma doenga altamente contagiosa, cuja transmissao 
se da quando ha o contato com uma pessoa doente. A primoinfecgao pelo virus se manifesta na forma de doenga exantematica 
maculopapulovesicular, com polimorfismo regional. O virus pode se reativar ao longo da vida, na forma de herpes-zoster. 
Alguns pacientes, como gestantes e imunocomprometidos, tem risco aumentado de doenga grave com complicagoes, incluindo 
morte. 

No Brasil, esta disponivel a vacina de virus vivo atenuado (cepa Oka), que deve ser aplicada SC. Atualmente, o esquema 
utilizado no PNI e de uma dose aos 15 meses de vida, com a utilizagao da vacina tetraviral (sarampo, caxumba, rubeola e 
varicela). A Sociedade Brasileira de Pediatria recomenda duas doses em criangas de 1 a 12 anos, com intervalo minimo de 3 
meses entre elas, e duas doses com intervalo minimo de 1 mes em adolescentes maiores de 13 anos e adultos nao imunes. A 


eficacia vacinal e boa, cerca de 95% das criangas entre 1 e 12 anos desenvolvem anticorpos e resposta imune celular apos uma 
dose da vacina. Nos adolescentes e adultos, a soroconversao ocorre em 80% dos vacinados apos a primeira dose e em 99% apos 
a segunda dose. Nao existem dados precisos sobre a duragao da imunidade induzida pela vacinagao, mas parece haver protegao 
prolongada. Os raros pacientes que, mesmo adequadamente vacinados desenvolvem a doenga, apresentam sintomas muito leves, 
com duragao mais curta. 

Essa vacina pode ser tambem udlizada na profilaxia pos-exposigao, com eficacia na prevengao da doenga superior a 80%. 
Para tanto, precisa ser aplicada ate 72 h apos o contato. Quando utilizada ate 120 h apos a exposigao, a eficacia na protegao do 
aparecimento de doenga e menor, mas deve ser considerada como opgao. 

Os eventos adversos relacionados a vacinagao sao leves e sem gravidade: dor local e eritema ocorrem em 2 a 20% das 
criangas e 10 a 25% dos adultos apos a primeira dose. Entre 4 e 10% dos indivfduos vacinados desenvolvem algumas lesoes 
(media de 5) semelhantes as da varicela no local da aplicagao ou no tronco, no intervalo entre 4 e 42 dias apos a administragao 
da vacina, geralmente acompanhada de febre baixa, que persistem 4 dias. Alguns pacientes apresentam apenas a febre nesse 
perfodo, sem lesoes cutaneas. 

A vacinagao para o herpes-zoster pode ser realizada a partir dos 50 anos, mas esta especialmente indicada aos adultos com 
60 anos ou mais, em dose unica e que sabidamente ja tenham tido varicela anteriormente. A vacina de zoster contem a mesma 
cepa da vacina de varicela, no entanto, com uma quantidade de virus quase 14 vezes maior. A vacina de herpes-zoster diminui 
em media 51% o risco da doenga naqueles pacientes que nunca apresentaram um episodio anterior, sendo a maior eficacia 
encontrada nos adultos com idade entre 60 e 69 anos (64%). A eficacia da vacina diminui a partir dos 70 anos. Porem, naqueles 
indivfduos vacinados que desenvolveram as lesoes de zoster, a doenga foi mais leve e o risco da neuralgia pos-herpetica foi 66% 
menor. A duragao da protegao pela vacina ainda nao foi estabelecida. 

Por se tratar de vacinas de virus vivo atenuado, tanto a de varicela quanto a de zoster, quando administradas 
simultaneamente a outras vacinas parenterais de virus vivo (trfplice viral ou febre amarela), podem ser aplicadas no mesmo dia. 
Se a administragao nao ocorrer no mesmo dia, deve ser respeitado um intervalo mfnimo de 30 dias entre elas, pela possibilidade 
de diminuigao da eficacia vacinal. A administragao da vacina e contraindicada a pacientes com comprometimento da fungao 
imune, incluindo aqueles com leucemia, linfoma, outras neoplasias em quimioterapia, imunodeficiencia congenita e AIDS com 
comprometimento imunologico instalado, alem de pacientes em uso continuado de corticosteroides e gestantes. A vacina de 
zoster nao deve ser administrada em adultos que nao tiveram varicela. 

Pacientes suscetfveis que tenham algum fator de risco que os tornem candidatos a desenvolver uma doenga grave, devem 
receber a imunoglobulina hiperimune para varicelazoster (VZIG) ate 96 h apos o contato, sendo maior a eficacia quanto mais 
cedo a administragao. A utilizagao de VZIG esta indicada na profilaxia pos-exposigao em criangas imunocomprometidas sem 
antecedente de varicela, gestantes suscetfveis, recem-nascidos de mulheres que iniciaram quadro clfnico de varicela 5 dias antes 
ou 2 dias apos o parto, prematuros hospitalizados com idade gestacional maior que 28 semanas e cujas maes nao tenham tido 
varicela, e prematuros hospitalizados com idade gestacional inferior a 28 semanas ou peso inferior a 1.000 g, 
independentemente da historia materna de varicela. 

A VZIG e administrada por via intramuscular, na dose de 125 U (1,25 mt) para cada 10 kg de peso, ate a dose maxima de 
625 U (5 ampolas). A duragao da protegao nao e bem estabelecida, mas se uma segunda exposigao ocorrer apos 3 semanas da 
aplicagao do imunobiologico, uma nova dose deve ser administrada. A VZIG esta disponfvel nos Centres de Imunobiologicos 
Especiais. 

Febre amarela 

E causada por um virus do genero Flavivirus, transmitido pela picada de mosquitos silvestres do genera Haemagogus, nas 
selvas da America do Sul, e pelo Aedes aegypti nas zonas urbanas e em alguns aglomerados rurais. 

Trata-se de uma vacina de virus vivo atenuado, originario da cepa 17D do virus da febre amarela, cultivada em ovos 
embrionados de galinha. A vacina e administrada em criangas a partir dos 9 meses de vida e adultos, sendo indicada a todos 
aqueles que residam ou viajem para zonas endemicas. Se forem suscetfveis e viajarem para zona endemica, mulheres gravidas 
podem receber a vacina, uma vez que os riscos da doenga excedem o da vacinagao. No Programa Nacional de Imunizagoes a 
vacina e administrada rotineiramente aos 9 meses de idade em todas as criangas que residam em areas onde ha risco de 
circulagao do virus. 

A vacina confere imunidade a quase 98% dos indivfduos vacinados, a qual esta presente a partir do 10- dia apos a 
vacinagao. O Regulamento Sanitario Internacional foi alterado em 2014 e, atualmente, preconiza uma dose unica da vacina, 
valida por toda a vida. 


A vacina nao deve ser utilizada em criangas com menos de 6 meses de idade pelo risco alto de eventos adversos graves, 
incluindo a encefalite. Por se tratar de uma vacina de virus atenuado, pacientes imunocomprometidos, por doenga ou por uso de 
drogas, nao devem recebe-la. Pessoas com antecedente de reagao anafilatica grave apos a ingestao de ovo tambem nao devem 
toma-la. Mulheres que estao amamentando criangas menores de 6 meses nao devem ser vacinadas, pelo risco de transmissao do 
virus vacinal pelo leite, ainda que muito baixo, e eventual encefalite no lactente. Deve-se respeitar um intervalo minimo de 4 
semanas, se possivel, entre a administragao da vacina da febre amarela e outras de vims atenuados. A vacina de febre amarela 
preferencialmente nao deve ser administrada concomitantemente a de sarampo, por interferencia na resposta imune. 

A vacina para a febre amarela e bem tolerada, os eventos adversos relatados costumam se restringir a dor local no dia da 
administragao e ao aparecimento de cefaleia, febre, mialgia e mal-estar entre o 3- e o 10 2 dia apos a vacinagao. Reagoes de 
hipersensibilidade e encefalite sao consideradas muito raras. Apos a confirmagao de poucos obitos relacionados a vacinagao, 
esta passou a nao ser utilizada rotineiramente fora de areas endemicas para a doenga, permanecendo recomendada apenas a 
pessoas que habitem ou viajem para tais regioes. 

Meningococo 

A doenga causada pela Neisseria meningitidis e endemica no Brasil, distribuindo-se ao longo de todo o ano, com nitida 
predominancia nos meses frios. Surtos epidemicos podem acontecer esporadicamente. Sao descritos atualmente 12 sorotipos da 
bacteria, sendo encontrados no pais os sorotipos B, C, W e Y. Ate o ano 2000, o sorogrupo B era mais frequente do que o C em 
Sao Paulo (59 e 33% dos casos notificados, respectivamente). Houve uma inversao desse quadro e, atualmente, a circulagao do 
sorogrupo C predomina. Em alguns estados brasileiros a circulagao do sorotipo B e mais importante, com aparente aumento dos 
sorotipos W e Y. A transmissao se da por via respiratoria e, no nosso meio, criangas pre-escolares sao mais atingidas pela 
doenga. Em outros paises e mais evidente um segundo pico de incidencia da doenga entre os adolescentes. As principals 
manifestagoes da infecgao sao a meningococemia e a meningite, com alta morbidade e mortalidade, se nao diagnosticadas e 
tratadas precocemente, e alto indice de sequelas. 

A vacina conjugada para o meningococo C faz parte do PNI e tem o polissacaride do meningococo C conjugado a proteina 
CRM 197 da toxina difterica ou ao toxoide tetanico. A vantagem dessas vacinas esta relacionada com conjugagao com uma 
proteina, a qual possibilita que a mesma seja eficaz em criangas muito jovens e induz ao aparecimento de imunidade T- 
dependente, com a possibilidade de memoria imunologica. As vacinas podem ser utilizadas a partir de 2 meses de vida e sao 
recomendadas duas doses da vacina conjugada, com intervalo de 2 meses entre elas, seguidas por uma dose de reforgo apos 1 
ano de idade e na adolescencia. Quando o esquema vacinal e iniciado apos 1 ano, e administrada apenas uma dose da vacina. 
Ambas as vacinas tem eficacia superior a 95%. Foi identificada a diminuigao dos titulos de anticorpos ao longo dos anos, 
particularmente em criangas vacinadas no l 2 ano de vida. A Sociedade Brasileira de Pediatria recomenda uma dose de reforgo 
aos 5 anos e outra dose no inicio da adolescencia. 

As vacinas conjugadas para o meningococo C sao muito bem toleradas, apenas 2 a 5% dos lactentes apresentam algum 
evento adverso, basicamente hiperemia, dor no local da aplicagao e febre baixa. Uma pequena proporgao dos adultos e 
adolescentes vacinados se queixam de mialgia, artralgia, cefaleia e nauseas. 

Tambem estao licenciadas no Brasil duas vacinas quadrivalentes para o meningococo, constituidas dos polissacarides da 
capsula de quatro tipos de meningococo (A, C, W e Y), conjugadas a proteina difterica modificada CRMi 97 (MenACWY- 
CRMi 97 ) ou conjugada ao toxoide tetanico (MenACWY-TT). A primeira vacina esta licenciada para uso em criangas a partir de 
2 meses de idade e a segunda, em criangas a partir de 12 meses, com a perspectiva de ser licenciada para uso a partir dos 2 
meses em um future proximo. As vacinas foram licenciadas com base em estudos de imunogenicidade que avaliaram a 
atividade bactericida do sore (SBA) induzida pelos quatro componentes da vacina, o que e considerado um indicador de 
imunidade e presenga de protegao contra a doenga . 9 Os eventos adversos mais frequentes sao aqueles relacionados a reagoes 
locais, como hiperemia, edema e dor, mas alguns sistemicos, como cefaleia, mialgia e nauseas, tambem sao relatados. O numero 
de doses depende da vacina e da idade da administragao da primeira dose. A SBP recomenda um reforgo apos 5 anos, 
dependendo da idade da vacinagao inicial, e na adolescencia. Estas vacinas podem ser utilizadas tanto na vacinagao primaria 
como nos reforgos de criangas que receberam a vacina conjugada meningococo C. 

O polissacaride da capsula do meningococo B nao induz resposta imune protetora, o que dificultou por muito tempo o 
desenvolvimento de uma vacina eficaz. Recentemente, foi licenciada para uso no Brasil uma vacina recombinante de quatro 
componentes contra o meningococo B. A vacina e composta pela proteina de fusao NHBA recombinante (antfgeno de ligagao 
de Neisseria com heparina), proteina NadA recombinante (adesina A de Neisseria), proteina de fusao fHbp recombinante 
(proteina de ligagao com o fator H) e vesiculas de membrana externa (OMV) de Neisseria meningitidis grupo B cepa 


NZ98/254. 


Pode ser administrada a partir de 2 meses de idade e esta licenciada para uso em adultos ate os 50 anos. O numero de doses 
administradas depende da idade no momento do infcio do esquema vacinal. Eventos adversos locais, tais como dor, hiperemia e 
edema no local da aplicagao, sao bastante frequentes, e aparece febre alta (> 39 °C) em mais de 10% dos pacientes. A eficacia 
vacinal foi estimada por meio da demonstragao de indugao de resposta de anticorpos bactericidas sericos contra cada um dos 
antigenos da vacina, mas ainda nao foi avaliada por estudos clinicos. 10 

Foi desenvolvido um Sistema de Tipagem de Antigenos Meningococicos (MATS, meningococcal antigen typing system ) 
para relacionar os perfis antigenicos de diferentes cepas por ensaio de anticorpos bactericidas sericos (SBA) e, assim, se obter 
uma estimativa da cobertura vacinal para as cepas circulantes em determinada area geografica. A estimativa atual para o Brasil e 
de uma cobertura vacinal de 81% das cepas circulantes (IC 95%: 71 a 95%). Estudos clinicos ainda sao necessarios para se 
confirmar essa expectativa. 

Pneumococo 

E uma bacteria Gram-positiva anaerobica facultativa, mundialmente reconhecida como uma das principals causas de 
pneumonia, meningite e bacteriemia, tanto em criangas como em adultos. Tambem e um agente frequentemente implicado em 
doengas respiratorias das vias respiratorias superiores, em especial sinusites e otites. A bacteria e envolvida por uma capsula de 
polissacaride que determina os sorotipos bacterianos e tem papel importante na virulencia e imunogenicidade. Sao descritos 90 
sorotipos de acordo com as caracterfsticas moleculares da capsula, porem, a maioria das doengas invasivas esta associada a 
cerca de 10 desses sorotipos. Existem tres vacinas disponiveis para o pneumococo: a vacina polissacaridica 23-valente e as 
vacinas conjugadas 10-valente e 13-valente. 

A vacina polissacaridica 23-valente para o pneumococo foi licenciada em 1983 nos EUA e contem uma mistura de 23 
sorotipos diferentes de pneumococo (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F. 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 
23F. 33F). Os polissacarides capsulares presentes na vacina induzem a formagao de anticorpos especificos, os quais se ligam a 
estes mesmos polissacarides na superficie bacteriana e aumentam a opsonizagao, a fagocitose e a eliminagao dos pneumococos. 

Alguns sorotipos podem induzir imunidade cruzada com sorotipos relacionados. A vacina de polissacarides estimula a 
resposta imune T-independente, com estimulagao apenas de linfocitos B e sem indugao de memoria imunologica, nao sendo 
adequada para criangas menores de 2 anos, faixa etaria sob grande risco para doenga invasiva. Para criangas maiores de 2 anos, 
adolescentes e adultos, a eficacia vacinal e de 60 a 70% na prevengao de doengas invasivas. A vacina e aplicada via 
intramuscular e nao ha consenso sobre a necessidade de uma segunda dose, sendo a revacinagao geralmente indicada a pessoas 
com alto risco para infecgao pneumococica grave e para individuos que receberam a vacina antes de completar 65 anos. A 
revacinagao ocorre em dose unica 5 anos apos a primeira dose. Criangas fazem uma dose de reforgo entre 3 e 5 anos apos a 
primeira, dependendo do estado imunitario. 

Os eventos adversos relacionados a essa vacina sao proporcionais a exposigao previa do indivfduo a bacteria e, geralmente, 
se restringem a reagoes locais, com dor e hiperemia, que se resolvem em 48 h. Reagoes sistemicas moderadas, como febre e 
mialgia, ocoiTem em menos de 1% das aplicagoes. As reagSes sao mais comuns e mais intensas na revacinagao ou em pacientes 
com historia recente de pneumonia. 

Com a finalidade de proporcionar protegao para lactentes jovens, grupo mais propenso a doenga invasiva e que apresenta 
as maiores taxas de mortalidade, foi desenvolvida a vacina conjugada para o pneumococo. A primeira vacina foi licenciada em 
2000, nos EUA, e era constitufda de polissacarfdeos de sete sorotipos de pneumococos (4, 9V, 14, 19F, 23F, 18C, 6B), 
conjugados a uma variante da proteina difterica, o CRM197. Nos EUA, esses sete sorotipos respondiam por aproximadamente 
88 % das doengas invasivas e, apos quatro doses, todas as criangas imunocompetentes desenvolviam anticorpos para todos os 
sorotipos. Estudo realizado apos a introdugao da vacinagao mostrou redugao de cerca de 90% na incidencia de doengas 
invasivas no grupo de criangas vacinadas. 11 A vacina tambem foi responsavel por uma modesta diminuigao na incidencia de 
otite media aguda. Em 2010, foi substitufda por uma apresentagao 13-valente que, alem dos sete sorotipos previos, tambem 
contem os sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F e 19A. 

A administragao da vacina e intramuscular e sao comuns os eventos adversos locais, como dor e hiperemia, e sistemicos, 
como febre e mialgia. O numero de doses administradas depende da idade na qual e feita a primeira dose, e o intervalo entre 
elas e de 6 a 8 semanas. 

A utilizagao da vacina conjugada 13-valente e uma opgao para adultos com mais de 50 anos. Sua administragao em adultos 
com idade entre 60 e 64 anos nao imunizados previamente para o pneumococo mostrou, quando comparados a um grupo que 
recebeu a polissacaridica 23-valente, que a conjugada 13-valente levava a titulos de anticorpos nao inferiores para os 12 tipos 


comuns a ambas as vacinas, sendo que a 13-valente estava associada a uma resposta imune significativamente maior para oito 
dos 12 sorotipos. A utilizagao da vacina para adultos com idade entre 50 e 59 anos mostrou nao inferioridade dos tltulos de 
anticorpos. Nos estudos nos quais se avaliou o uso sequencial das duas vacinas, evidenciou-se superioridade da resposta imune 
quando a vacina conjugada era administrada primeiro. A vacina tambem mostrou boa tolerabilidade, com os eventos adversos 
locais sendo os mais frequentes. 12 Em estudo realizado na Holanda, com pessoas de 65 anos ou mais de idade, a vacina mostrou 
eficacia de 45,56% na redugao da incidencia de primeiro episodio de pneumonia adquirida na comunidade causada por 
sorotipos vacinais. 12 Com base nos estudos de imunogenicidade, recomenda-se aos adultos com mais de 60 anos e nao 
vacinados previamente para o pneumococo a administragao de uma dose da vacina, seguida por uma dose da vacina 
polissacaridica 23-valente apos um intervalo de 6 a 12 meses. Para os indivlduos previamente vacinados com a vacina 
polissacarldica, recomenda-se uma dose da vacina conjugada, respeitando-se um intervalo mlnimo de 12 meses entre as duas 
administrates. 13 

No Brasil, foi introduzida no Programa Nacional de Imunizagoes a vacina conjugada 10-valente, composta pelo 
polissacaride de 10 tipos de pneumococo (1, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) na sua maioria conjugados a proteina D do 
Haemophilus influenzae nao tipavel, sendo o sorotipo 18C conjugado ao toxoide tetanico e o sorotipo 19F ao toxoide difterico. 
A proteina D e expressa na superflcie do Haemophilus influenzae e participa da lesao das celulas epiteliais ciliadas da 
nasofaringe. A principal caracterlstica dessa proteina e que ela e imunologicamente ativa, induzindo a formagao de anticorpos 
neutralizantes e protegendo contra a infecgao pela Haemophilus influenzae nao tipavel. A vacina e utilizada a partir dos 2 meses 
de vida, no esquema de duas doses na vacinacao primaria (aos 2 e 4 6 meses) e uma dose de reforgo aos 15 meses. Nao esta 
licenciada para ser administrada em criangas com mais de 24 meses ou adultos. E bem tolerada e os eventos adversos mais 
frequentes sao locais, como hiperemia, edema e dor no local da aplicagao. 

Influenza 

A gripe e uma doenga infecciosa aguda, causada por tres tipos distintos do virus influenza (A, B e C), e de distribuigao mundial. 
Apenas os virus influenza A e B causam doenga epidemica. O tipo A e classificado em subtipos de acordo com seus dois 
principals antlgenos de superflcie: a hemaglutinina (H) e a neuraminidase (N). Existem nove subtipos de neuraminidase e 12 de 
hemaglutininas, sendo Nl, N2 e N3, e HI e H2 aqueles atualmente encontrados nos virus circulantes que causam as infecgoes 
humanas. Ja para o influenza B existem somente dois tipos: as linhagens Victoria e Yamagata. 

Esses antlgenos sao glicopeptldeos e mostram pequenas variagoes resultantes de mutagoes contlnuas, conhecidas como 
drift (desvio), que explicam os surtos e epidemias sazonais. Um virus que sofre um drift guarda uma certa homologia com a 
cepa circulante anteriormente, de modo que o indivlduo ainda pode ter pequena protegao por anticorpos produzidos a partir da 
infecgao anterior, embora nao suficiente para evitar o quadro cllnico. 

A intervalos variaveis, geralmente cerca de 15 anos, e comum a entrada em circulagao de virus com antlgenos 
completamente diferentes dos que circulavam ate entao, e para os quais grande parte da populagao nao tem imunidade. Essa 
mudanga radical do virus circulante e chamada de shift (substituigao, mudanga) e e responsavel pelas grandes epidemias e 
pandemias. Desde 1977, os virus circulantes no mundo sao: influenza A H1N1 e H3N2 e influenza B. 

A vacina e eficaz na prevengao das complicagoes da infecgao, diminuindo a morbidade e a letalidade nos grupos de risco. 

No Brasil, esta licenciada para uso a vacina constitulda por antlgenos de superflcie purificados, chamada de vacina de 
subunidades. A vacina utilizada na rotina e trivalente, sendo sua composigao determinada anualmente de acordo com as 
informagoes levantadas pela vigilancia epidemiologica realizada por uma rede de laboratories de referenda da Organizagao 
Mundial da Saude. 

A vacina contem antlgenos das cepas com maior probabilidade de circularem no perfodo, um representante do influenza A 
H1N1, um representante do influenza A H3N2 e um representante do influenza B. Nos servigos privados de imunizagao ha 
tambem disponlvel uma vacina quadrivalente, que conta com um tipo adicional de influenza B. Como existem apenas dois tipos 
de influenza B e a cada ano, geralmente, um deles predomina, eventualmente, portanto, o tipo contido na vacina trivalente nao e 
o que esta circulando com maior frequencia naquele determinado ano. Assim, a vacina quadrivalente tem a vantagem de 
proteger para os dois tipos ao mesmo tempo, garantindo a protegao, 

A vacina pode ser aplicada em criangas com idade acima de 6 meses, sendo especialmente indicada a pacientes com mais 
de 60 anos, pacientes com doengas cronicas (entre elas cardiopatias, pneumopatias, asma, diabetes, uso de drogas 
imunossupressoras, imunodeficiencias adquiridas e congenitas), profissionais da saude e comunicantes Intimos de pacientes 
com doenga cronicas e comprometimento do sistema imunologico. 

A sua eficacia varia conforme a similaridade entre os antlgenos presentes na vacina e os virus circulantes naquele dado 


perfodo. Em criangas pequenas, a eficacia e menor, sendo a soroconversao em criangas entre 1 e 5 anos de cerca de 50%, 
aumentando para ate 80% em criancas mais velhas. 

Estima-se que a vacinagao previna a doenga em 70 a 90% dos individuos sadios com menos de 65 anos. Pessoas com mais 
de 65 anos e com doengas cronicas podem ter uma resposta menor a imunizagao. A imunidade conferida pela vacina nao e 
permanente e tende a desaparecer em menos de 1 ano apos a vacinagao. A aplicagao da vacina e intramuscular, sendo 
recomendadas duas doses em criangas menores de 9 anos nao imunizadas previamente. Criangas entre 6 meses e 3 anos 
incompletos recebem metade da dose recomendada a criangas maiores e adultos. 

Eventos adversos relacionados a vacinagao sao mais frequentes em criangas pequenas e, na maioria das vezes, sao de 
pequena intensidade. Historico pregresso de anafilaxia a protemas do ovo pode contraindicar a administragao da vacina. 

Rotavirus 

Infecgao por rotavirus e uma causa comum de gastrenterite em todo o mundo e atinge principalmente criangas entre 6 meses e 2 
anos. A doenga pode ser intensa o bastante para levar a desidratagao grave e mesmo a morte. Os rotavirus sao classificados em 
tipos, baseados em duas protemas do capsidio viral, as quais sao capazes de induzir anticorpos neutralizantes: a proteina G 
(VP7) e a proteina P (VP4). Cinco sorotipos principals respondem por mais de 90% dos casos de diarreia por rotavirus em todo 
o mundo. 

Em 2005, foi licenciada no Brasil uma vacina de virus vivo atenuado, que passou a fazer parte do calendario nacional em 
2006. Trata-se de uma vacina monovalente, de virus humano atenuado, sorotipo PI Gl. A vacina se mostrou bastante eficaz em 
estudos clinicos conduzidos no Brasil, Mexico, Venezuela e Finlandia, protegendo 85% das criangas contra as formas graves da 
doenga e cerca de 70% contra qualquer diarreia por rotavirus. 14 

A vacina tambem induz protegao contra outros sorotipos alem do PI Gl, com eficacia de 75%. Foram realizados ensaios 
clinicos com um numero muito grande de criangas, e nos estudos iniciais nao se observou nenhum aumento de eventos adversos 
significativos, em especial, nao houve aumento do risco de intussuscepgao, complicagao que levou a suspensao de uma vacina 
anteriormente disponivel. 14 Com a introdugao da vacina na rotina de diferentes paises, foi possivel determinar um pequeno 
aumento do risco de invaginagao apos a segunda dose, mas significativamente muito menor do que o risco de internagao ou 
morte pela doenga. 

A vacina e administrada por via oral, rotineiramente aos 2 e 4 meses de vida. A idade minima para aplicagao da l a dose e 
de 6 semanas e o intervalo habitual, de 2 meses, podendo ser de ate 1 mes. A primeira dose da vacina nao deve ser administrada 
apos a idade de 3 meses e 15 dias, do mesmo modo que a segunda dose deve ser administrada ate 7 meses e 29 dias de vida. 

Foi tambem licenciada no Brasil uma segunda vacina oral para o rotavirus. Trata-se de uma pentavalente de virus bovino 
recombinante, que tem em sua composigao representantes dos sorotipos G mais comuns (G1-G4) e um representante do 
sorotipo P8. Em ensaios clinicos extensos, essa vacina mostrou eficacia de 98% na prevengao de diarreia grave e 74% na 
prevengao de qualquer tipo de diarreia, sem aumento do risco de eventos adversos, incluindo intussuscepgao. 14 Essa vacina esta 
disponivel apenas nos servigos privados e e administrada em um esquema de tres doses, aos 2, 4 e 6 meses de vida. A primeira 
dose tambem nao deve ser administrada apos a idade de 3 meses e 15 dias, e a terceira dose deve ser administrada ate 7 meses e 
29 dias de vida. 

Vacina da dengue 

A febre da dengue tem sido descrita clinicamente ha mais de 200 anos. O virus e transmitido pela picada de mosquitos. O Aedes 
aegypti se infecta ao ingerir sangue de uma pessoa durante a fase aguda da doenga, estando apto a transmiti-lo para outras 
pessoa apos um perfodo de incubagao de 10 dias. 

A dengue e considerada atualmente a arbovirose mais importante em termos de morbidade e mortalidade, visto que 2/5 da 
populagao mundial estao em areas de risco. O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e ao genero Flavivirus. Ha quatro 
sorotipos denominados Den-1, -2, -3, -4 e, embora eles tenham reagao cruzada nos testes sorologicos, nao existe protegao por 
imunidade cruzada. Por esse motivo, uma pessoa que vive em uma area endemica de dengue pode ter ate quatro infecgoes 
durante sua vida, uma por cada sorotipo. 

As manifestagoes clinicas da infecgao pelo virus da dengue sao muito variadas, desde infecgoes assintomaticas ou quadros 
febris inespecificos, bem como a febre da dengue propriamente dita, ate quadros graves, com alto indice de mortalidade. O 
perfodo de incubagao da doenga e de 3 a 7 dias, podendo se estender por ate 14 dias. 

Atualmente, esta licenciada uma vacina recombinante tetravalente, de virus vivo atenuado, para protegao contra os quatro 
sorotipos do virus da dengue. A vacina e obtida por tecnicas de engenharia genetica, com a expressao de antigenos do virus da 


dengue na superficie do virus da cepa vacinal da febre amarela. Os estudos clfnicos iniciais mostraram que a eficacia da vacina 
e variavel para cada um dos quatro sorotipos. 15 Assim, e maior para os tipos 3 e 4 do virus da dengue e menor para os tipos 1 e 
2. Tambem mostraram que a eficacia para criangas menores de 9 anos e muito pequena, nao sendo a vacina indicada a essa faixa 
etaria. Considerando a protegao para os quatro tipos virais, a vacina mostrou uma eficacia por volta de 60% para a prevengao da 
doenga. Quando considerados apenas os quadro graves e de dengue hemorragica, a vacina protegeu 93% dos individuos e 
diminuiu em mais de 80% o risco de internagao. 

A vacina esta licenciada para uso em individuos com idade entre 9 e 45 anos, no esquema de tres doses com intervalo de 6 
meses entre elas. Por se tratar de vacina de microrganismo atenuado, ela e contraindicada a gestantes, mulheres que estejam 
amamentando e em pacientes imunocomprometidos. Os eventos adversos mais frequentes apos a sua utilizagao foram reagoes 
locais, como dor, hiperemia e edema no local da aplicagao, e reagoes sistemicas, tais como cefaleia, mialgia, febre, tonturas, 
nauseas. A febre pode ocorrer nas primeiras 2 semanas apos administragao do produto. 

Apos o licenciamento da vacina, uma reavaliagao dos dados dos estudos iniciais apontaram para um discreto aumento da 
incidencia de formas graves de dengue apos 3 anos da vacinagao naqueles individuos que eram soronegativos quando 
receberam a primeira dose. Por esse motivo, atualmente a vacina e recomendada apenas para os pacientes que ja tiveram um 
episodio anterior de dengue, comprovado sorologicamente. 

■ Orientagoes gerais 

Interagoes podem existir entre duas vacinas especfficas, bem como entre vacinas com outros imunobiologicos, devendo sempre 
ser consultadas as respectivas bulas e bibliografia pertinente quando da administragao concomitante. Porem, algumas regras 
gerais servem como orientagao: 

• Vacinas constituidas por microrganismos inativados, subunidades ou toxoides nao sofrem interferencia de anticorpos 
circulantes, podendo ser administradas antes, concomitantemente ou apos imunoglobulina. Do mesmo modo, anticorpos 
adquiridos passivamente pelo feto durante a gestagao nao interferem na eficacia dessas vacinas 

• As vacinas de agentes vivos atenuados devem replicar para induzir a resposta imune do recipiente. A presenga de anticorpos 
contra esses agentes pode interferir na replicagao, consequentemente diminuindo ou inibindo a resposta imune ao antfgeno 
vacinal 

• A administragao simultanea de vacinas atenuadas e inativadas nao induz a diminuigao da resposta imune nem ao aumento da 
frequencia de reagoes adversas 

• Vacinas parenterais de virus vivo atenuado que nao forem administradas simultaneamente devem ser separadas por um 
intervalo minimo de 4 semanas entre elas, com o intuito de evitar a interferencia da vacina aplicada primeiro sobre a vacina 
administrada a seguir 

• Se por qualquer motivo as doses de uma mesma vacina forem administradas em intervalos maiores do que aqueles 
recomendados, nao ha comprometimento importante da eficacia. Desse modo, nao ha necessidade de se reiniciar o esquema 
vacinal quando o intervalo entre as doses for maior do que o recomendado. Deve-se apenas completar as doses faltantes 

• As contraindicagoes ou a existencia de precaugoes para a vacinagao de um determinado indivfduo podem ser permanentes ou 
temporarias 

° Contraindicagoes permanentes: ocorrencia de reagao anafilatica grave a algum dos componentes vacinais apos a 
administragao de dose previa, por exemplo, o aparecimento de encefalopatia ate 1 semana apos a vacinagao para 
coqueluche 

° Contraindicagoes temporarias: gravidez e imunossupressao para a vacinagao com vacinas de virus vivo atenuado 

• Vacinas inativadas, de subunidades ou toxoides nao trazem risco de malformagao fetal e podem ser administradas durante a 
gravidez, se houver indicagao especifica, como no caso de exposigao a hepatite A ou para profilaxia de tetano e gripe. Como 
regra geral, preferencialmente deve-se evitar a administragao de vacinas durante o primeiro trimestre de gestagao, exceto a 
da gripe, a qual deve ser utilizada nos meses de maior circulagao do virus independentemente da idade gestacional 

• Os riscos de efeito adverso podem ser significativamente reduzidos questionando o paciente ou seu responsavel sobre reagoes 
anteriores, presenga de doenga imunossupressora ou gravidez e alergia a algum dos componentes da vacina. 
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Capitulo 30 

Reaves de Hipersensibilidade 


Maria Fernanda Malaman e Sergio Antonio Malaman 


Introducao 

A imunidade adaptativa constitui-se de importante fungao de defesa contra infecgoes, entretanto, pode causar lesao tecidual e 
produzir doencas. Os disturbios causados pela resposta imunologica sao chamados reacoes de hipersensibilidade. Normalmente, 
as respostas imunologicas eliminam o agente infeccioso sem agressao ao hospedeiro. Porem, essas respostas algumas vezes sao 
descontroladas e direcionadas de forma inapropriada contra o tecido do hospedeiro, ou desencadeadas por antfgenos, em geral, 
inofensivos. Nessas situacoes, a resposta imunologica, normalmente benefica, e causa de doenca. 

Geralmente, as reacoes de hipersensibilidade sao desencadeadas pela interagao do antfgeno com seus receptores, 
manifestando-se minutos ou dias apos o contato. As reacoes de hipersensibilidade sao caracterizadas em grande parte como 
respostas imunologicas secundarias ou de memoria em indivfduos previamente sensibilizados. Essa caracterizagao ocorre por 
meio dos receptores de antfgenos que promovem uma ativagao previa de celulas B e T especfficas, dando origem aos 
plasmocitos secretores de anticorpos e celulas T ativadas, bem como de celulas B e T de memoria. Coombs e Gell descreveram 
quatro tipos de reacoes de hipersensibilidade no infcio do seculo 20, que podem ser classificadas segundo a forma de reagao 
imunologica. 1 

Hipersensibilidade tipo I 

A hipersensibilidade imediata, comumente chamada de alergia ou atopia, e o exemplo de doenga resultante da ativagao de 
celulas T auxiliares produtoras de IL- 4, IL-5 e IL-13, classicamente denominadas celulas TH2, em que as celulas T estimulam 
a produgao de anticorpos IgE e inflamagao. 

Pre-requisite para uma reagao de hipersensibilidade do tipo I e que o organismo tenha produzido anticorpos IgE quando 
teve um contato inicial com o antfgeno (sensibilizagao). A ligagao da regiao constante da IgE ao seu receptor de alta afinidade, 
FceRI, e a mais forte das interagoes anticorpo-receptor. E expressa constitutivamente pelos mastocitos e pelos basofilos, e 
tambem por eosinofilos apos terem sido ativados por citocinas. 

Os alergenios sao, em sua maior parte, protefnas soliiveis, de baixo peso molecular, que geralmente penetram no corpo 
atraves das mucosas dos tratos respiratorio, gastrintestinal, ou via cutanea, frequentemente em pequenas quantidades. Por 
conseguinte, apenas minusculas quantidades de alergenios livres devem alcangar os linfonodos locais. Certa quantidade do 
alergenio e provavelmente internalizada por celulas dendriticas da mucosa e celulas de Langerhans da pele, que migram para os 
linfonodos locais apresentando o antfgeno aos linfocitos T. Os linfocitos B alergenios-especfficos sao ativados pela sua 
interagao com o alergenio e pelo auxflio das celulas T, com consequente proliferagao, diferenciagao e mudanga para a produgao 
e secregao de IgE. O anticorpo IgE alergenio-especffico, bem como alguns dos linfocitos TH2 e B alergenio-especffico ativados 
e linfocitos de memoria, distribuem-se na circulagao e, em seguida, dirigem-se para a submucosa e para a pele. Nesses locais, a 
IgE liga-se aos mastocitos, sensibilizando-os. 

■ Fase imediata e tardia 

As reagoes de hipersensibilidade tipo I podem ser divididas em dois estagios resultantes da ligagao cruzada dos anticorpos IgE 
mediada por alergenio nos mastocitos e basofilos. O primeiro estagio, denominado reagao imediata, ocorre poucos minutos apos 





o encontro com o alergenio. Essa reagao e causada pela liberacao de mediadores inflamatorios dos mastocitos e basofilos, tendo 
como consequencia vasodilatagao e aumento da permeabilidade vascular, alem de grande concentracao de eritrocitos e de 
liquido no local de penetragao do alergenio, resultando nas manifestagoes clinicas iniciais das reagoes locais e sistemicas de tipo 
I. O segundo estagio ocorre apos a reagao imediata, sendo denominada fase tardia. Essa fase, que se manifesta tardiamente apos 
o contato com o alergenio, e causada por citocinas, incluindo quimiocinas, e outros fatores quimiotaticos no local de encontro 
com o alergenio. Entre as celulas recrutadas encontram-se os linfocitos TH2 e B ativados alergenios-especificos e as celulas 
TH2 ativadas, que secretam citocinas com a interleucina 5 que, por sua vez, promove a ativagao, diferenciagao e sobrevida dos 
eosinofilos recrutados. Os eosinofilos sao particularmente importantes na fase tardia da reagao imediata. A proteina basica 
principal e outras protefnas cationicas liberadas pelos eosinofilos ativados provocam lesao do tecido e nervos locais (Figuras 
30.1 e 30.2). 

■ Mediadores da reagao imediata 

As manifestagoes clinicas das reagoes de hipersensibilidade tipo I estao relacionadas aos efeitos biologicos dos mediadores que 
sao liberados durante a desgranulagao dos mastocitos e basofilos. Tais mediadores sao agentes farmacologicamente ativos que 
agem nos tecidos locais e nas populagoes de celulas efetoras secundarias, incluindo eosinofilos, neutrofilos, linfocitos T, 
monocitos e plaquetas, resultando no desnecessario aumento da permeabilidade vascular e na inflamagao, cujos efeitos 
prejudiciais excedem quaisquer outros beneficos. Os mediadores podem ser classificados como pre-formados e neoformados, 
sendo os primeiros produzidos antes da desgranulagao e armazenados nos granulos. Os mediadores pre-formados mais 
significativos sao histaminas, proteases, fator quimiotatico de eosinofilos, de neutrofilo e heparina. Ja os neoformados sao 
sintetizados apos a ativagao da celula-alvo e liberados pela degradagao dos fosfolipidios de membrana, durante o processo de 
desgranulagao. Os principals mediadores neoformados incluem o fator de ativagao de plaquetas (PAF), leucotrienos, 
prostaglandinas, bradicinina e varias citocinas. 

A histamina e sintetizada e liberada por diferentes celulas humanas, especialmente basofilos, mastocitos, plaquetas, 
neuronios histaminergicos, linfocitos e celulas enterocromafinicas, se estocada em vesfculas ou granulos liberados sob 
estimulagao. Pertence a classe das aminas biogenicas e e sintetizada do aminoacido histidina, sob agao L-histidina decarboxilase 
(HDC), a qual contem piridoxal fosfato (vitamina B6). A histamina e um potente mediador de numerosas reagoes fisiologicas. 
Os efeitos da histamina sao mediados pela sua ligagao com quatro subtipos de receptores: receptor de histamina (HR)1, HR2, 
HR3 e HR4. Todos eles pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR, G protein-coupled receptors). O 
HR1 e codificado no cromossomo humano 3, e o responsavel por muitos sintomas das doengas alergicas, tais como o prurido, a 
rinorreia, o broncospasmo e a contragao da musculature lisa intestinal. A ativagao do HR1 estimula as vias sinalizadoras do 
fosfolipidio inositol, culminando na formagao do inositol- 1,4,5-trifosfato (InsP3) e do diacilglicerol (DAG), levando ao 
aumento do calcio intracelular. Alem disso, o HR1, quando estimulado, pode ativar outras vias de sinalizagao intracelular, como 
a via da fosfolipase D e a da fosfolipase A. O estimulo do HR1 pode levar a ativagao do fator de transcrigao nuclear NFkB, 
estando ambos envolvidos nas doengas alergicas. 

Como mediadores neoformados, os leucotrienos e as prostaglandinas nao sao formados ate que os mastocitos sofram a 
desgranulagao e a degradagao enzimatica dos fosfolipidios da membrana plasmatica, processo que leva muito mais tempo para 
que seus efeitos biologicos se tornem aparentes. Contudo, os efeitos desses mediadores sao muito mais pronunciados e duram 
muito mais tempo do que aqueles da histamina; os leucotrienos medeiam a broncoconstrigao, o aumento da permeabilidade 
vascular e a produgao de muco. Os leucotrienos sao ate 1.000 vezes mais potentes como broncoconstritores do que a histamina, 
alem de potentes estimulantes da permeabilidade vascular e da secregao de muco. Em humanos, acredita-se que os leucotrienos 
contribuam para o broncospasmo prolongado e o acumulo de muco observados nos asmaticos. A complexidade da reagao do 
tipo I e corroborada pela variedade das citocinas liberadas pelos mastocitos e pelos eosinofilos. Algumas dessas celulas podem 
contribuir para as manifestagoes clinicas da hipersensibilidade imediata; os mastocitos humanos secretam as IL-4, IL-5, IL-6, e 
o TNFa. Essas citocinas alteram o microambiente local conduzindo ao recrutamento das celulas inflamatorias, tais como os 
neutrofilos e os eosinofilos. As IL-4 aumentam a produgao de IgE pelas celulas B, e a IL-5 e especialmente importante no 
recrutamento e na ativagao dos eosinofilos. As elevadas concentragoes de TNFa, secretadas pelos mastocitos, podem contribuir 
para o choque na anafilaxia (Tabela 30.1). 
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Figura 30.1 Ativagao dos mastocitos. MC: mastocito; POMC: pro-opiomelanocortina. 
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Figura 30.2 Fases imediata e tardia da hipersensibilidade tipo I. Adaptada de Abbas et al., 201 1 . 2 

■ Apresentagoes cli'nicas 

As reagoes de hipersensibilidade imediata tipo I ocorrem em sua maioria no local de entrada do alergenio no organismo, 
podendo ser locais ou sistemicas. Entretanto, algumas pessoas podem ter uma anormalidade denominada atopia, uma 
predisposigao hereditaria ao desenvolvimento das reagoes de hipersensibilidade do tipo I contra os antigenos ambientais 
comuns. A atopia e geralmente caracterizada por reagoes locais no sitio de entrada do alergenio no corpo, isto e, em superficies 
mucosas ou em linfonodos locais, acarretando algumas sindromes locais como a rinite alergica, em que os alergenios consistem, 
em geral, em componentes de acaros e epitelios de animais. A interagao do alergenio com anticorpos IgE ligados aos mastocitos 
ocorre na submucosa nasal e nos tecidos da conjuntiva, produzindo espirros, secregao de muco, prurido e lacrimejamento. 


Tabela 30.1 Principais mediadores envolvidos na hipersensibilidade tipo I. 

Pre-formados 

Agao 


Mediador 














Histamina 

Aumento permeabilidade vascular, contragao musculatura 

lisa 

Fator quimiotatico para eosinofilo (ECF-A) 

Quimiotaxia eosinofilo 

Fator quimiotatico para neutrofilo (NCF-A) 

Quimiotaxia neutrofilo 

Proteases (triptase, quinase) 

Secregao muco nos bronquios, degradagao da membrana 
basal endotelial, ativagao complemento 

Neoformados 

Fator ativador de plaquetas 

Agregagao e desgranulagao de plaquetas, contragao 
musculatura lisa bronquica 

Leucotrienos 

Aumento da permeabilidade vascular e contragao 
musculatura lisa bronquica 

Prostaglandinas 

Vasodilatagao, agregagao plaquetaria, contragao 
musculatura lisa bronquica 

Bradicininas 

Aumento da permeabilidade vascular e contragao 
musculaturalisa bronquica 

Citocinas 

Anafilaxia, aumento da expressao de moleculas de adesao 

11-1 e TNF-a 

nas celulas endoteliais venulares 

11-4 e IL-13 

Aumento da produgao de IgE 


Adaptada de Kindt etal., 2006. 3 


Na asma, os alergenios sao inalados e frequentemente constituldos por epitelios de animais e fezes de acaros de poeira. A 
intcracao do alergenio com IgE ligados a mastocitos se da na submucosa das vias respiratorias, resultando em aumento da 
secregao de muco, tosse e constricao das vias respiratorias, com consequente dificuldade de respiragao. 

Alergias a alimentos e medicamentos, em sua maioria, sao provocadas por alimentos que fazem parte da nossa dieta diaria, 
como ovos, leite, trigo, entre outros. A interacao do alergenio com anticorpos IgE ligados a mastocitos ocorre na submucosa do 
intestino, resultando em acumulo de liquido, peristaltismo com colicas, vomitos e diaiTeia. Os sintomas mais comuns consistem 
em crupedes cutaneas, como urticaria e eczema; alguns alergenios alimentares causam crupedes cutaneas sem qualquer sintoma 
gastrintestinal. 

A anafilaxia pode ser caracterizada como uma reagao sistemica aguda, grave, que acomete varios orgaos e sistemas 
simultaneamente e e determinada pela atividade de mediadores farmacologicos liberados por mastocitos e basofilos ativados. A 
intensidade da liberagao dessas substancias e a sensibilidade individual determinam a repercussao clinica do fenomeno. A 
anafilaxia e habitualmente classificada como uma reagao imunologica, geralmente mediada por IgE, mas tambem pode ocorrer 
por outros mecanismos. 

O quadra clinico da anafilaxia compreende manifestagoes cutaneas, acompanhadas de comprometimento variavel dos 
aparelhos respiratorio, cardiovascular, sistema nervoso e trato gastrintestinal. A caracterlstica marcante e dramatica dessa 
condigao e a possibilidade de levar rapidamente a obito uma pessoa antes saudavel. 

Hipersensibilidade tipo II 

Os anticorpos IgG e IgM podem causar lesao tecidual por ativagao do sistema complemento, recrutando celulas inflamatorias e 
interferindo nas fungoes celulares normais. Alguns desses anticorpos sao especfficos para antigenos de determinadas celulas ou 
da matriz extracelular e sao encontrados ligados a essas celulas ou tecidos. Os anticorpos contra os antigenos celulares ou da 
matriz causam doengas que afetam especificamente as celulas ou tecidos nos quais esses antigenos estao presentes e, 
frequentemente, essas doengas nao sao sistemicas. Os anticorpos contra antigenos de tecidos produzem doenga por tres 




mecamsmos principals: 

• Opsonizagao e fagocitose: os anticorpos ligados a antfgenos da superffcie celular podem opsonizar diretamente as celulas ou 
ativar o sistema complemento, o que resulta na produgao de protefnas do complemento que opsonizam as celulas, que sao 
entao fagocitadas e destrufdas pelos fagocitos que expressam receptores para as porgoes Fc dos anticorpos IgG e receptores 
para protefnas do complemento 

• Inflamagao: os anticorpos situados nos tecidos recrutam neutrofilos e macrofagos, que se ligam aos anticorpos ou as protefnas 
do complemento unidas aos receptores de Fc de IgG e do complemento. Esses leucocitos sao ativados por sinalizagao dos 
receptores e produtos de leucocitos (enzimas lisossomais e especies reativas de oxigenio), que sao liberados e produzem 
lesao tecidual 

• Fungoes celulares anormais: os anticorpos que se ligam a receptores celulares normais ou outras protefnas podem interferir nas 
fungoes desses receptores ou protefnas e causar doenga sem inflamagao ou dano tecidual. Os anticorpos especfficos para o 
receptor do hormonio estimulante da tireoide e para o receptor nicotfnico da acetilcolina provocam anormalidades funcionais 
que levam a doenga de Graves e a miastenia grave, respectivamente. Menos frequentemente, os anticorpos podem ser 
produzidos contra um antfgeno estranho (p. ex., microbiano), que e imunologicamente reativo a um componente de tecidos 
proprios. Em uma rara sequela de infegao estreptococica conhecida como febre reumatica, os anticorpos produzidos contra as 
bacterias reagem de forma cruzada com antfgenos do coragao, depositam-se nesse orgao e produzem inflamagao e danos 
teciduais. 

Hipersensibilidade tipo III 

Outros anticorpos podem formar imunocomplexos quando se ligam a antfgenos circulantes, subsequentemente depositados nos 
tecidos, em particular nas paredes dos vasos sangufneos, causando lesoes. Os imunocomplexos que causam doenga podem ser 
compostos por anticorpos ligados a autoantfgenos ou a antfgenos estranhos. As caracterfsticas patologicas das doengas 
provocadas por imunocomplexos refletem o local de deposigao do complexo antfgeno-anticorpo e nao sao determinadas pela 
fonte celular do antfgeno. Dessa maneira, as doengas mediadas por imunocomplexos tendem a ser sistemicas e afetar varios 
orgaos e tecidos, embora alguns sejam particularmente suscetfveis, como os rins e as articulagoes (onde o fluxo sangufneo e 
turbilhonado, favorecendo a deposigao desses imunocomplexos). 

Esses anticorpos ligam-se e formam complexos com o antfgeno circulante, e os complexos sao inicialmente captados por 
macrofagos no ffgado e no bago. A medida que mais complexos antfgeno-anticorpo sao formados, alguns deles sao depositados 
em leitos vasculares. Nesses tecidos, os complexos induzem inflamagao rica em neutrofilos pela ativagao da via classica do 
complemento e pelo acoplamento a receptores de Fc em leucocitos. Como os complexos sao frequentemente depositados em 
pequenas arterias, glomerulos renais e sinovia das articulagoes, as manifestagoes clfnicas e patologicas mais comuns sao 
vasculite, nefrite e artrite. Os sintomas clfnicos geralmente sao de curta duragao e as lesoes se curam, a menos que o antfgeno 
seja novamente injetado. Esse tipo de enfermidade e um exemplo de doenga do soro aguda. 

Hipersensibilidade tipo IV 

A lesao tecidual pode decorrer de os linfocitos T induzirem inflamagao ou matarem diretamente as celulas-alvo; tais condigoes 
sao chamadas de hipersensibilidade do tipo IV. Elas sao causadas principalmente pela ativagao de celulas T auxiliares CD4+, 
que secretam citocinas e promovem a inflamagao, ativando especialmente neutrofilos e macrofagos. As celulas T auxiliares 
tambem estimulam a produgao de anticorpos que danificam os tecidos e induzem a inflamagao. Os CTL (linfocitos T citolfticos 
ou citotoxicos, CD8+) contribuem para a lesao de tecidos em determinadas doengas. 

Essa classificagao e util, pois diferentes tipos de respostas imunopatologicas mostram distintos pad roes de lesao tecidual e 
podem variar em relagao a especificidade para o tecido. Como resultado, os diferentes mecanismos imunologicos produzem 
disturbios com caracterfsticas clfnicas e patologicas distintas. No entanto, em humanos, as doengas imunologicas sao 
frequentemente complexas e causadas por combinagoes de respostas imunes humorais e mediadas por celulas, alem de 
multiplos mecanismos efetores. Essa complexidade nao e surpreendente, dado que um unico antfgeno pode normalmente 
estimular ambas as respostas, imune humoral e imune mediada por celulas, nas quais sao produzidos diversos tipos de 
anticorpos e de celulas T efetoras. 

Os linfocitos T danificam os tecidos pelo desencadeamento de inflamagao ou por matar diretamente as celulas-alvo. Na 
inflamagao imunomediada, as celulas TH1 e TH17 secretam citocinas que recrutam e ativam leucocitos. Assim, IL-17, 
produzida por celulas TH17, promove o recrutamento de neutrofilos; interferona-y (IFN-y), produzido por celulas TH1, ativa 




macrofagos; e o fator de necrose tumoral (TNF) e as quimiocinas, produzidos pelos linfocitos T e outras celulas, estao 
envolvidos no recrutamento e ativagao de muitos tipos de leucocitos. A lesao tecidual resulta de produtos dos neutrofilos e 
macrofagos recrutados e ativados, tais como enzimas lisossomais, especies reativas de oxigenio, oxido nftrico e citocinas pro- 
inflamatorias. Durante esse processo, as celulas endoteliais vasculares podem expressar nfveis aumentados de protemas de 
superffcie, como moleculas de adesao e moleculas MHC classe II, regulados por citocinas. A inflamagao associada a doengas 
mediadas por celulas T normalmente e cronica, mas crises de inflamagao aguda podem ocorrer. As reaches inflamatorias 
cronicas frequentemente produzem fibrose, como resultado da secrecao de citocinas e de fatores de crescimento por macrofagos 
e celulas T. Muitas doencas autoimunes especfficas de orgaos sao causadas pela interagao de celulas T autorreativas com 
autoantfgenos, o que leva a liberagao de citocinas e a inflamagao. Acredita-se que esse seja o principal mecanismo de base da 
artrite reumatoide (AR), da esclerose multipla, do diabetes mellitus do tipo 1, da psorfase e de outras doengas autoimunes. 

Reagoes de celulas T especfficas para microrganismos e outros antfgenos estranhos tambem podem levar a inflamagao e 
lesao dos tecidos. Bacterias intracelulares, tais como Mycobacterium tuberculosis, induzem fortes respostas de celulas T e de 
macrofagos que resultam em inflamagao granulomatosa, formagao de granulomas e fibrose; e a inflamagao e a fibrose podem 
causar destruigao extensa do tecido e incapacidade funcional. A tuberculose e um bom exemplo de doenga infecciosa na qual a 
lesao tecidual se deve, principalmente, a resposta imune do hospedeiro. 

Uma variedade de doengas cutaneas que resultam da exposigao topica a produtos qufmicos, chamada sensibilidade de 
contato (dermatite de contato alergica), se da em decorrencia de reagoes inflamatorias, provavelmente desencadeadas por 
neoantfgenos formados pela ligagao dos produtos qufmicos (haptenos) a protemas proprias. As celulas T CD4+ e CD8+ podem 
ser a fonte de citocinas nas reagoes de sensibilidade de contato. Exemplos de sensibilidade de contato incluem erupgoes 
cutaneas induzidas por hera venenosa, erupgoes cutaneas induzidas pelo contato com metais (nfquel), alem de uma variedade de 
produtos qufmicos. 

A hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) e uma reagao inflamatoria prejudicial mediada por citocinas resultantes da 
ativagao de celulas T, particularmente das celulas T CD4+. A reagao e chamada tardia porque se desenvolve tipicamente entre 
24 e 48 h apos o contato com o antfgeno, em contraste com as reagoes de hipersensibilidade imediata tipo I (alergicas), que se 
desenvolvem em minutos. As reagoes cronicas de DTH podem se desenvolver se uma resposta TH1 a uma infecgao ativar os 
macrofagos, mas nao conseguir eliminar os microrganismos fagocitados. Se os microrganismos estiverem localizados em uma 
area pequena, a reagao produzira nodulos de tecido inflamatorio chamados de granulomas. Esse tipo de inflamagao e uma 
resposta caracterfstica de alguns microrganismos persistentes, como M. tuberculosis e alguns fungos. 

As respostas de linfocitos T citotoxicos (CTL) a infecgao viral podem levar a lesao tecidual em decorrencia da morte das 
celulas infectadas, mesmo se o virus por si so nao tiver efeitos citopaticos. A principal fungao fisiologica dos CTL e eliminar os 
microrganismos intracelulares, principalmente virus, matando as celulas infectadas. Alguns virus lesionam diretamente as 
celulas infectadas e sao referidos como sendo citopaticos, ao passo que outros nao o sao. Como os CTL podem nao ser capazes 
de distinguir entre os virus citopaticos e nao citopaticos, matam celulas infectadas por virus, nao importando se a propria 
infecgao e prejudicial para o hospedeiro. 

Os CTL podem contribuir para a lesao de tecidos em doengas autoimunes nas quais a destruigao de determinadas celulas 
hospedeiras e um componente importante, como ocorre no diabetes mellitus tipo 1, em que as celulas p produtoras de insulina 
nas ilhotas pancreaticas sao destrufdas. 
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